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Uber den Austausch von Natrium, Kalium und Calcium 
zwischen Blutkérperchen und Plasma 


und tiber den Gehalt dieser Stoffe in Blutplasma und Serum. 


Von 


G. M. Streef. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Laboratorium der Medizinischen Hochschule Batavia.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Miirz 1936.) 


Besonders aus den Untersuchungen von A. M. Wakeman?) 


‘geht deutlich hervor, daB die roten Blutkérperchen des Menschen 


unter ,,physiologischen“ Umstiainden impermeabel sind fiir Kationen. 


' Das Gleiche gilt fiir die Erythrocyten von Siugetieren im all- 


. 


gemeinen. 
Diese Impermeabilitit ist keine absolute. Erstens tritt nach den Unter- 


' suchungen von Kerr?) ein teilweiser Ausgleich der Kationen zwischen den 


Zellen und der diese umringenden Fliissigkeit auf in der Richtung von der 
Konzentrationsdifferenz, wenn ein gréBerer Teil des Plasmas durch isotonische 


Salzlésung ersetzt wird. Wieviel Plasma ersetzt werden muB, bevor dieser 
| Ausgleich in merkbarem MaBe auftritt, ist bei den verschiedenen Tiersorten 


verschieden. Er fingt z. B. beim Hund und beim Menschen an, wenn 75°/, 
des Plasmas ersetzt ist, jedoch beim Rind und beim Schaf konnte sie Kerr 


| erst konstatieren, nachdem das Plasma beinahe vollstindig durch Salzlésung 


ersetzt war. 
Aus den Analysen von J. Davson') geht ebenfalls hervor, daB die 
Erythrocyten des Rindes bei Suspendierung in isotonischer Salzlésung (ohne 


Plasma) oder in isotonischer Traubenzuckerlésung innerhalb 5 Minuten einen 


deutlichen Ausgleich von Kationen ersehen lassen. Auch bei eigenen Ver- 


suchen, welche spiiter eingehender mitgeteilt werden sollen, zeigt es sich, 
_da8 beim Mensch und beim Rind ein Kationenausgleich auftritt beim 


Waschen mit isotonischer Salz- oder Glucoselésung. 
Zweitens tritt ein Verlust von Kalium auf, wenn Blutkérperchen lingere 


| Zeit mit dem zugehérigen Blutserum in Beriihrung bleiben. Wilkins und 


Kramer‘) haben dies eingehend untersucht. Sie finden wihrend der ersten 


| 2Stunden keine Vermehrung des Kaliums im Blutserum; nach 4'/, Stunden 


Kontakt eine Zunahme von 12°/,, nach noch lingerem Stehenlassen steigt 
der Gehalt des Blutserums an Kalium stets weiter. Davson®) findet nach 
4Stunden Kontakt nur einen geringen K-Verlust der Erythrocyten, jedoch 
nach 24 Stunden einen deutlichen Verlust. Weiter hat Mond*) auf den 
EinfluB des py, auf die Permeabilitit hingewiesen. Oberhalb py 8 fand er die 


_ Erythroeyten permeabel fiir Kationen, darunter nicht. 
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Wihrend also nach einem Stehen von verschiedenen Stunden eijy 
Kationenausgleich zwischen Zellen und Blutserum auftritt, sprechen die 
obigen Untersuchungen dafiir, daB in den ersten Stunden keine Very. 
schiebung von Kationen auftritt. Hieraus ist zu schlieBen, dab der 
Kationengehalt vom Plasma und Serum gleich sein muB (abgesehen yon 
kleinen Unterschieden zwischen Plasma- und Serumealcium, worauf spiiter 
noch zuriickgekommen wird). Ein direkter Beweis hierfiir, das heiBt, cine 
Reihe von Kationenbestimmungen im Plasma und im Serum desselben Blutes, 
fehlt jedoch so ziemlich in der Literatur. | 

Zu ganz abweichenden Ergebnissen kommen Waelsch und seine 
Mitarbeiter®). Nach ihren Versuchen kommt es schon in den ersten 2 Stunden 
nach der Blutentnahme zu einem Ausgleich der Minerale zwischen Blut- 
kérperchen und Plasma in der Richtung der Konzentrationsdifferenz. 

Dieser Ausgleich findet nicht regelméBig statt, sondern mit sehr 
groBen Schwankungen, so daf man, wenn man von einer Blutprobe 
im Laufe von 1—2 Stunden verschiedene Teile zentrifugiert, in dem auf 
diese Weise erhaltenen Plasma abwechselnd hohe und niedere Werte fiir 
die verschiedenen Kationen findet. Diese Schwankungen sind sehr grob: 
beim Na kommen solche vor von mehr als 30°/,, beim Ca von mehr als 
30 und 60°/, und beim Kalium selbst von 80 und 100°/,! Waelsch und 
seine Mitarbeiter kommen zu dem Schluf, das fiir Na und Ca die héchsten 
gefundenen Werte und fiir K und Mg die niedrigsten am meisten sich den 
Werten, wie sie im Augenblick der Blutentnahme bestehen, nihern. Sie 
kommen so zu ,,normalen“ Plasmawerten von 380 mg-°/, Na, 10—15 mg-°/, K, 
14—16 mg-/, Ca und 1—1,5 mg-°/, Mg, also zu Werten, welche ganz vou 
den in der Literatur als normal angegebenen Serumwerten abweichen. Dic 
Serumzusammensetzung sollte das Ergebnis sein eines von der Gerinnung 
unterbrochenen Ausgleichvorganges zwischen Blutkérperchen und Plasma. 
Das ziemlich Konstantbleiben der Serumwerte und ebenfalls das nur in 
begrenzter, einigermaBen konstanter Weise Auftreten des Ausgleichsvorganges 
beim Stehenlassen des Blutes bleibt unerkliirt. 


Sollten deren Ergebnisse richtig sein, dann diirften die Werte 
der Kationen in Serum und Plasma kein MaBstab sein fir die 
Kationenwerte im strémenden Blut. 

Im Zusammenhang mit diesen wichtigen, ganz von den 
iiblichen Auffassungen abweichenden SchluBfolgerungen schien es 
mir wiinschenswert, bei einer Anzahl Versuchspersonen nach diesen 
Kationenausgleichsvorgiingen zu suchen, um so mehr als bei meinen 
fir andere Zwecke vorgenommenen Kationenbestimmungen im 
Plasma derartige abweichende Werte, wie sie von Waelsch und 
seinen Mitarbeitern konstatiert wurden, nicht vorkamen. Zu 
gleicher Zeit wurden bei einer Anzahl Blutproben vergleichende 
Bestimmungen von Kationen im Plasma und Serum vorgenommet. 
Fiir den Fall, daB die SchluBfolgerung von Waelsch und Mit- 
arbeitern richtig sein sollte, miiBten die Werte auch groBe Unter- 
schiede zeigen. 
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Uber den Austausch von Natrium, Kalium und Calcium usw. 3 


Methodik. 


Die Bestimmungen wurden teilweise mit dem Blut von gesunden 
Minnern (Laboratoriumspersonal und Studenten) und teilweise mit Schaf- 
blut vorgenommen. 40 oder 20 ccm Menschenblut wurden aus der V. cubu- 
talig entnommen und direkt in eine grof’e Zentrifugenréhre mit Heparin 
(Griibler, 2—3 mg per 10 cem) unter fliissiges Paraffin gebracht. Das Auf- 
lisen des Heparins wurde erléichtert durch Verdampfenlassen einer Heparin- 
lisung in der Réhre; dadurch wurde das Heparin iiber eine groBe Ober- 
fiiche fein verteilt. Nach vorsichtigem Riihren wurden schnell 5 oder 
2'/,cem des Blutes mit einer Pipette in eine kleine Zentrifugenréhre unter 
Paraffin gebracht und etwa 6 Minuten zentrifugiert bei 3000 Touren per 
Minute. In Zwischenriiumen von 10—20 Minuten wurden nun nach kurzem 
Riihren folgende Teile Blut zentrifugiert. Danach wurde das Plasma sorg- 
filtig und méglichst vollstindig in eine trockene Rohre hiniibergebracht. 

Bei Schafblut (aus V. jugularis) wurden keine VorsichtsmaBnahmen 
gegen CO,-Verlust beobachtet. Das Blut strémte aus der Nadel direkt in 
eine pit Paraffin versehene Flasche, worin sich eine abgemessene Menge 
eines ‘Antigerinnungsmittels befand (konzentrierte Kaliumoxalatlésung fir 
die Na-, Ammoniumoxalatlésung fiir die K-Bestimmungen und Heparin, auf- 
gelist in Kochsalzlésung, tiir Ca-Bestimmungen). Hiernach wurde der Inhalt 
der Flasche gemischt und 5—8 ccm abpipettiert und zentrifugiert. Alle 
15 Minuten wurde nach, Mischen wieder ein ‘Teil zentrifugiert. 

Als Zeit ist in den Tabellen aufgenommen der Zeitablauf zwischen 
der Punktierung der Vene und dem Ausschalten der Zentrifuge. Dies ist 
ganz willkiirlich, Es vergehen dann noch ungefahr 5 Minuten, ehe das 
Plasma mit dem Heber abgenommen ist, jedoch schon vor dem Ausschalten 
der Zentrifuge sind Plasma und Zellen gréBtenteils geschieden und der 
Kontakt gering geworden. 

Fiir den Vergleich Plasma—Serum wurde ausschlieBlich Menschenblut 
und Heparin verwendet; zur Beschriinkung des CO,-Verlustes wurde 
unter Paraffin zentrifugiert. Das Plasma wurde nach 15 Minuten Zentri- 
fugieren, also ungefihr 20 Minuten nach dem Punktieren der Vene, ab- 
gehebert. Zur Gewinnung des Serums war es regelmibig nétig, den Blut- 
kuehen vorsichtig von der Wand der Zentrifugenréhre abzulésen, worauf 
nochmals 10 Minuten zentrifugiert wurde. Das Serum blieb also 35—40 Mi- 
nuten in Kontakt mit den Zellen. Um alles zur Verfiigung stehende Material 
gebrauchen zu kénnen, wurden Plasma und Serum mit ausgezogenen Mab- 
pipetten abgemessen, an Stelle einer Ostwaldpipette. Hierdurch wurde trotz- 
dem die Fehlergrenze etwas gréBer. 

Alle Bestimmungen wurden in der Asche vorgenommen. Abgemessenes 
Plasma oder anderes Material wurde erst in einem Pyrex-Kjeldahlkolben 
mit Schwefelsiure, Salpetersiiure und Perhydrol bis zur Farblosigkeit zer- 
setzt, hiernach in einem Quarztiegel auf dem Wasserbad eingedunstet, bis 
das zugesetzte Wasser verdampft war (sonst Gefahr von Aufwallen und 
Spritzen); danach auf dem Sandbad, bis keine Schwefelsiiuredimpfe mehr 
entwichen (gegen das Spritzen die Quarzbecher tief in den Sand setzen 
und anfangs nicht zu stark erhitzen). Zum Schlu iiber der freien Flamme 
die letzten Reste von Schwefelsiiure entfernen, danach noch 1—2 Minuten 
gliihen. Wenn viel Phosphor vorhanden ist (Zellen oder Vollblut) werden 


ungefiihr 10 cem 1/,), n-Schwefelsiiure in den Tiegel getan und diese auf 
1* 
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dem Wasserbad zum Verdampfen gebracht, um eventuell entstandenes Meta. 
phosphat wieder -umzusetzen in Orthophosphat. 

Fiir die Na- oder K-Bestimmungen wurde die Asche von beispiels. 
weise 1—2 cem Plasma aufgelést in 4,5 ccm aq. dest. (15 Minuten zugedeckt 
stehen lassen, danach griindlich riihren — Glasstab mit Gummi umbhiillen! —) 
und Mengen von 2ccm mit der Pipette abgenommen fiir Doppelbestimmungen, 

Fiir die Ca-Bestimmungen wurde die Asche aufgelést in 4,5 cem 1/10 n- 
Essigsiiure (oder in 9 cem, wenn geniigend Material vorhanden war fiir 
Doppelbestimmungen) und 4 ccm hiervon zur Bestimmung gebraucht. Fiir 
die Gesamtbasenbestimmung wurde die Asche aufgelést in 4,5 cem 1/100 n- 
Schwefelsiure und hiervon 2 ccm zur Bestimmung benutzt. Diese kleine 
Menge Schwefelsiiure ist kein Hindernis bei indirekter Titration. 

Das Natrium wurde gravimetrisch als Uranylzinknatriumacetat be- 
stimmt nach der Methode Barber und Kolthoff’), verbessert durch Butler 
und Tuthill‘), mit einzelnen Abinderungen. Die Glasfilter wurden ersetzt 
durch Trichter mit Glasperlen, worauf sich eine kleine Lage Asbest befindet 
(getrocknet durch Alkohol und Ather, ebenso wie das Tripleacetat in der 
eigentlichen Bestimmung). Diese selbst angefertigten Filter bewiihrten sich 
ausgezeichnet, auch fiir die gravimetrische Magnesiumbestimmung. Wenn 
fiir eine Bestimmung die Asche von 1 ccm Plasma (= 3 mg Na) zur Ver- 
fiigung stand, wurde die Lésung in einem Becherglas von 25 cem zum 
Verdampfen gebracht; dann 5—6 Tropfen Wasser zugefiigt, um die Salze 
zum gréBten Teil aufzulésen und dann 10 ccm Reagens, wonach 5 Minuten 
energisch mit einem Glasstab gerieben wurde; Riihrstab abspiilen mit Reagens; 
3—4 Stunden lang, durch ein Uhrglas abgeschlossen, stehen lassen. Doppel- 
bestimmungen, genommen aus derselben Aschenlésung, zeigten selten gréBere 
Unterschiede als 1°/); bekannte Mengen Na wurden gut zuriickgefunden. 

Bei sorgfiltiger Arbeitsweise ist im Gegensatz zu den Angaben yon 

Butler und Tuthill diese Methode auch fir kleinere Mengen bis zu 
1 mg Na (= 0,3 cem Plasma oder 0,5 cem Gesamtblut) noch gut brauch- 
bar. An Stelle von Becherglischen wurden dann kleine Reagensréhrchen 
aus Jenaer-Glas benutzt. Nach Verdampfung ein paar Tropfen Wasser zu- 
fiigen und hiernach 2—3 cem Reagens. Das Ausspiilen des Niederschlages 
in den Trichtern (mit Alkohol, gesiittigt mit Tripleacetat) mu8 sehr sorgfiiltig 
geschehen. Bei diesen Mengen zeigten Doppelbestimmungen Abweichungen 
bis zu 2°/,, wihrend bekannte Mengen Na mit einer Fehlergrenze von 
héchstens 2—3°/, zuriickgefunden werden. Das Arbeiten mit diesen kleineren 
Quantititen erspart auBer Blut auch verhiltnismiBig teueres Reagens. 
_ Bei der Bestimmung von Na in Zellen bekommt man durch das grobe 
Uberma8 K zu hohe Resultate. Entfernung eines Teiles des K als Perchlorat 
[Peters und van Slyke”®)] oder als weinsteinsaures K [Sjollema], macht 
die Bestimmung beschwerlich. Darum wurde durch mich an dessen Stelle 
Na-Standard beigefiigt, daneben in Standardlésung allein auch Na bestimmt 
und diese Werte voneinander abgezogen. Bei Kontrollbestimmungen mit 
bekannten Salzlésungen von ungefihr gleicher Zusammensetzung wie Asche 
von Zellen, wurden auf diese Weise gute Resultate erhalten. Dadurch, dai 
der Fehler der Methode nun auf den Unterschied zwischen den _ beiden 
Bestimmungen driickt, wurden die individuellen Werte fiir Zellen wobll 
weniger genau als bei Bestimmungen in Plasma, aber fiir den Durchschnitt 
von einer ganzen Reihe bedeutet dieses Bedenken wenig. 
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Uber den Austausch von Natrium, Kalium und Calcium usw. 5 


Das Kalium wurde titrimetrisch bestimmt mit der Kobaltnitritmethode, 
modifiziert durch Clausen"), Kramer und Tisdall'’). Zufiigung von 
0.2 cem gesittigter Natriumacetatlésung nimmt die Gefahren eines zu groBen 
Siuregehaltes der Aschenlésung weg (auch bei Gebrauch von verdiinnter 
Salzsiure als Auflésungsmittel fiir die Asche) und schafft ein giinstigeres 
Verhiltnis Na/K [R. S. Hubbard'*)]. Fiir die Berechnung konnte stets der 
theoretische Koeffizient gebraucht werden. Die Unterschiede bei Doppel- 
bestimmungen machten héchstens 3°/, aus und bekannte Mengen K wurden 
mit einer Fehlergrenze von nicht mehr als 1—2°/, zuriickgefunden. 

Calcium wurde bestimmt nach Halverson und Bergeim"™); Aus- 
waschen nach Clark und Colip™). Teilweise Fallung von Magnesium als 
Oxalat wurde vorgenommen durch Hinzufiigung von 0,3 cem 25°/, iger 
Ammoniumcehloridlésung [Fiske und Logan'®)]. Bei Gebrauch von je 
2cem Plasma in Doppelbestimmungen Abweichung nur ausnahmsweise 2—3 °/,. 
Bekannte Mengen Ca wurden gut zuriickgefunden. (Fehlergrenze héchstens 
2 3 */oe) 

Fiir die Ca-Bestimmungen in Vollblut und Zellen wurden P und Fe 
erst entfernt. Hierzu wurde den abgemessenen Mengen Loésung der Asche 
in der Zentrifugenréhre erst ein Uberma8 FeCl,-Lisung zugefiigt, danach 
die Fliissigkeit mit Ammoniak auf ein py von etwa 5 gebracht (Bromkresol- 
griin als Indicator), die Réhre kurz in ein kochendes Wasserbad gehalten 
und dann der Niederschlag von Eisenphosphat und -hydroxyd abzentri- 
fugiert. Er wurde einmal mit 1—2 cem Wasser ausgewaschen (und dieses 
Waschwasser der ersten Fliissigkeit zugefiigt). Hiernach wurde mit Essig- 
siure oder Ammoniak genau auf p, 5 gebracht (fiir die Calciumbestimmung). 

Fiir Zellen wurde genau wie fiir die Na-Bestimmung, Ca-Standard 
zugefiigt. Die Verhiiltnisse sind hier jedoch viel ungiinstiger als bei Na. 
Bei Gebrauch von je 2 ccm Zellen wurden ungefihr 0,04 mg Ca gefunden 
gegeniiber 0,20 mg zugefiigtem Ca. Kin Fehler von 3°/, in der Ca-Bestim- 
mung gibt dann einen Fehler von 18°/, fiir den Ca-Gehalt in den Zellen. 
Die Ca-Werte fiir die einzelnen Zellenproben haben daher nur einen ver- 
hiltnismaBigen Wert. Fir den Durchschnitt bei einer Reihe von Versuchen 
ist die Methode jedoch wohl brauchbar. Kontrollbestimmungen mit Salz- 
ljsungen ergaben zufriedenstellende Ergebnisse. 

_ Gesamtbasen wurden bestimmt nach Stadie und Ross”*’) mit einzelnen 
Anderungen nach Wright und Allison'‘*), némlich Warmtitrieren und 
Blankobestimmung mit 15 cem 0,01 n-Schwefelsiiure an Stelle von Wasser. 

Die von einer Blutprobe abstammende Versuchsreihe wurde stets 
gleichzeitig zu Ende gefiihrt. Bei jeder Reihe wurde eine Bestimmung in 
duplo vorgenommen mit einer bekannten Salzlésung von ungefihr gleicher 
Zusammensetzung wie die zugehérige Asche. Mit der verwendeten Destruk- 
tionsfliissigkeit und Heparin wurden Blankobestimmungen vorgenommen 
und hiermit die beim Blut gefundenen Werte korrigiert. 


Einflu8 des Zeitunterschiedes 
zwischen Punktierung und Ausscheidung des Plasmas. 


_ In den Tab. I und IT sind die Resultate enthalten von den 
Na-Bestimmungen bei 3 Versuchspersonen (die anderen zeigten 


& 
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Tabelle I. 


Natrium. Heparin/ Paraffin. 























Di. Str. Soe. 
Nach Min. “i mg-°/, “4 mg-°/, sae mg-°/, 
” ” a e 
a ae 357 320 338 
ae 356 821 343 
i a 354 817 347 
_ = 368 318 358 
» 90 o 354 322 344 
, 348 313 345 
Mittelwert 356 mg-°/, 321 mg-°/, 346 mg-°/, 
Max. Abweichung + 12mg-°/, = +12 mg-°/, = +7 mg-?/, 
+3% +8'ly % +2%, 
— 8 mg-°/, = — 8 mg-%/, = — 6 mg-°/, 
— 2%, — 21/3 °o — 2% 


Tabelle II. 


Natrium. Schaf, Kaliumoxalat. 











Nach 15 Min. 327 mg-°/, 
. 2 331 
aa 327 
» Se a 330 Max. Abw. +3 mg-9/,=+1°, 
» a we 333 — 3 mg-°/, = —1”, 
» 90 , 330 
, 105 ,, 330 
. De 333 
Mittelwert 330 mg-°/, 


ein gleiches Bild) und von einem Versuch mit Schafblut. Die 
Abweichungen sind so gering, daB sie véllig oder beinahe vollig in 
die Fehlergrenze fallen. (Zu dem Fehler der eigentlichen Na-Be- 
stimmung kommt noch der beim Abmessen des Plasmas oder 
Serums sich ergebende und ein durch eventuellen Verlust beim 
Gliihen bedingter Fehler.) Fiir eine systematische Verschiebung 
in der Richtung der Konzentrationsdifferenz Plasma—Zellen ist 
in dieser Reihe von Versuchen daher kein Anhaltspunkt zu finden. 
Die etwas griéBeren Unterschiede bei den Personen Di. und Str, 
verglichen mit Soe. und dem Schafblut, sind dadurch zu erkliren, 
daB in den ersten 2 Fallen die Plasmaproben mit MaBpipetten 
von 1 oder 2 ccm abgemessen werden muften, wahrend in den 
anderen 2 Fillen geniigend Plasma vorhanden war, um es mit 
einer Ostwaldpipette abzumessen. 
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Kinen Kindruck von der GréBe der experimentellen Fehler 
gibt Tab. II: mit einer MaBpipette sind aus einer Portion 
Rinderplasma 8 Proben genommen und von jeder wurde auf die 
vebriiuchliche Weise nach Verbrennung der Na-Gehalt doppelt 
bestimmt. Die sich hierbei ergebenden Unterschiede sind un- 
gefiihr ebenso groB wie die bei Di. und Str. in Tab. I. 


Tabelle IU. 
Natrium. GréBe der experimentellen Fehler. 
Rind, Kaliumoxalat. 
Aus einer Portion Plasma sind mit einer MaBpipette 8 Proben genommen. 





324 mg-°/, 312 mg-°/, 

319 312 Max. Abw. +8 mg-°/, = + 2'/, %/, 
318 313 — Mes 
318 313 § lo = lo 


Mittelwert 316 mg-°/, 


Diese Ergebnisse weichen voéllig ab von denen von Waelsch 
und Mitarbeitern. Schwankungen zwischen 402 und 321 mg-°/,, 
386—275 mg-°/,, 385—273 mg-°/, legen weit auBerhalb der 
Fehlergrenze der von mir befolgten Methodik. Um den Einflu8 
der héheren Zimmertemperatur, in der hier gearbeitet wurde und 
wodurch méglicherweise der Ausgleich viel schneller als in Europa 
zu einer Art Gleichgewichtszustand fiihren konnte, wie es Waelsch 
hinsichtlich des Serums annimmt, auszuschalten, wurden auch 
einige Versuche gemacht unter Abkihlung des Blutes bis unter 
15°. Hierbei wurden, wie aus Tab. IV ersichtlich ist, ebenfalls 
keine beweiskraftigen Schwankungen gefunden. Die Abweichung 
zwischen den Befunden von Waelsch und denen durch mich er- 
reichten, kann also nicht dem Temperaturunterschied zugeschrieben 


Tabelle IV. 
Natrium. EinfluB der Abkiihlung. Heparin/ Paraffin. 





Si. 
Nach 10 Min. 342 mg-°/, 
x 336 
» @ » 339 Max. Abw. +12 mg-°/, = + 3"/, °/, 
» 40 5, 340 — 5mg-/,=—1"/,° 
—_— 2 343 ; : 
~ es 341 
a ee « 353 
» 120 ,, 337 








‘Mittelwert 341 mg-*/) 
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werden, um so weniger, da Waelsch und Mitarbeiter selbst iihey & 4 
einen Versuch berichten, der bei 38° vorgenommen wurde und & } 
bei dem sie dieselben Schwankungen fanden wie bei 18°. I gi 
Beim Kalium (Tab. V und VI) waren in Ubereinstimmung ig 
mit dem etwas gréBeren Fehler der Methodik die Schwankungen & {i 
etwas gréBer als bei Na, aber auch hier wurden keine Abweichungen & \ 
gefunden von der durch Waelsch angegebenen GréBenordnung & 
(24,1—15,3 mg-*/,, 17,5—12,9 mg-°/,, 20,6—14,7 mg-°/,, 20,1 bis I re 
7,3 (!) mg-°/,, 24,5—10,5 mg-°/,, 22,5—15,7 mg-°/,). Bei Schafblut & fa 



































gibt es wohl eine Tendenz zu etwas niedrigeren Werten wahrend & 1 
Tabelle V. 
Kalium. MHeparin/ Paraffin. 
Si Kl. Str 
Nach 10 Min. 15,2 mg-°/, 17,5 mg-°/, 17,1 mg-°/, 
, Os 14,5 17,0 19,0 
— 14,7 18,2 18,3 
5: ne 14,4 16,8 18,6 
~ Se a 14,9 17,5 17,1 
5 SB 16,4 
— 14,4 16,7 
, ©» 18,0 
> OD as 14,7 17,0 
5 ee as 16,9 
» 120 ,, 13,7 15,8 15,6 
Mittelwert 14,6 mg-°/, 17,1 mg-°/, 17,4 mg-°/, 
Max. Abweichung +0,6 mg-°/, = + 1,1 mg-°/, = + 1,6 mg-°/, = 
+4"), + 6"/, °/, +9 %o 
— 0,9 mg-°/, = — 1,3 mg-°/, = — 1,8 mg-°/, = ae 
sia "lo a T'/s "lo — 10 "lo 
Tabelle VI. 
Kalium. Schaf, Ammoniumoxalat. 
Nach 15 Min. 19,6 mg-°/, 18,1 mg-°/, 
, ae « 19,6 18,7 
, BS wy 21,2 18,8 
, Es: 21,3 18,8 
, 88 » 21,7 18,8 
—_ a 21,2 19,1 
, 105 ,, 21,8 18,5 
» 120 ,, 21,9 19,8 
Mittelwert 21,0 mg-°/, 18,8 mg-°/, sti 
Max. Abweichung +0,9 mg-°/, = + 4°/, + 0,5 mg-°/, = + 3°, , nee 
— 1,4 mg-*/, = — 7% — 0,7 mg-"/, =— 4%/ pro| 
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der ersten +/, Stunde. 


Wenn jedoch dieser Unterschied Realitit 


besitzt, dann ist jedenfalls doch die praktische Bedeutung hiervon 


sehr gering. Bei den Blutproben gesunder Menschen zeigte sich 


gerade gegen das Ende eine Neigung zum Herabsinken. Waelsch 


' findet dieses Herabsinken auch, jedoch bei Zucker- und Krebs- 
| kranken. 


In den Tab. VII und VIII wurden einige Calciumversuchs- 


yreilhen wiedergegeben. 


Die hierbei auftretenden Schwankungen 
; fallen wieder nicht oder ganz wenig auBerhalb der Versuchsfehler- 
' grenze und sinken also nicht systematisch ab, wie Waelsch meint. 


Tabelle VIL 














Calcium. MHeparin/ Paraffin. 
Kl. Si. 
Nach 10 Min. 10,40 mg-°/, 10,00 mg-°/, 
— 10,55 9,90 
» 30 ,, 10,30 9,65 
o aw 10,40 10,15 
so 10,40 10,15 
» 80 , 10,10 10,50 
» 100 ,, 10,25 9,55 
, a. 10,30 10,35 
Mittelwert 10,35 mg-°/, 10,00 mg-°/, 
Max. Abweichung * 0,20 mg-°/, =+2 lo T 0,50 mg-° 0 =+5 "lo 
a 0,25 mg-°/, er 2's ‘lo <r 0,45 mg-"/> is 4"/, lo 


Tabelle VILL. 


Calcium. Schaf, Heparin. 





Nach 15 Min. 


” 30 ” 
” 45 ,, 
99 60 9”? 
- ” & 
» 90 ,, 
” 105 9? 
» 120 ,, 





Mittelwert — 


11,15 mg-°/, 


11,15 
10,95 
11,10 
11,15 
10,95 
11,05 
10,75 


11,05 mg-%/, 


Max. Abw. +0,10 mg-°/, = +1, 
— 0,30 mg-°/, = — 3 %/, 


Verhaltnis Plasma /Serum. 


In der Tab. 1X sind die Resultate zusammengefaft von Be- 
| stimmungen von Na, K, Ca und Gesamtbasen bei einer Anzahl 
gesunder Studenten in Heparin-Plasma und Serum, aus einer Blut- 
probe stammend und beide unter Paraffin zentrifugiert. Auch 
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Tabelle IX. 




















Plasma/Serum. 
: Gesamtbasen, 
ne Kalium, mg-°/, | Calcium, mg-°/, ecm 4/,,n. 
mg-"/y pro 100 cem 
Plasma Serum} Plasma | Serum] Plasma | Serum | Plasma | Serum 
Si. 337 | 349 | | 
Kl. | 17,1 | 16,8 | 
Moh. S.I |] 3842 | 824 | 10,85 | 10,90 
Soem. 331 | 330 | 10,55 | 10,80 
Elb. | 15,7 16,2 158,8 163,8 
Prak. 17,7 | 18,3 167,0 | 1708 
Koes. | 17,5 | 17,9 156,9 | 1622 
San. | 14,4 | 15,1 155,5 | 160,8 
L. K. K. | 16,0 | 15,5 163,0 | 159,9 
ee | 16,6 | 15,9 161,8 | 157,0 
Moh.S. II] 323 | 321 | 11,35 | 9,50 | 
L. T. S. 320 | 328 | | 
Soer. 323 | 316 | 9,25 | 9,30 | 
T. S. B. 18,0 | 16,2 | 155,9 | 156,0 
T.K.P. | 324 | 325 10,90 | 10,30 | 
L. H. 8S. | 9,50 | 9,25 | 154,2 | 157,17 
Pr. .D. 16,3 16,8 | 155,0  158,6 
v. d. M. 331 | 326 9,00 | 9,70 | 
Soed. | 10,80 | 12,40 
L. 8. J. | 12,40 | 11,55 
Gar. | 13,40 | 11,30 
Ath. | 9,85 | 9,45 
we ee | 11,50 | 10,00 
O. J. H. 7 11,75 | 12,30 
L. D. S. 10,60 10,20 
L. T. 8. 10,90 | 11,15 
Y. B. H. 10,25 10,00 
K. S. G. 11,25 | 11,50 
Mittelwert 329 327 | 16,6 16,5 | 10,85 | 10,55 | 158,7 | 160,7 
= + 0,30 | 
=+3°%, | 











hier sind die Differenzen meistens so klein, daB sie innerhalb der 
Versuchsfehlergrenze bleiben. Von einer systematischen Ver- 
schiebung in einer bestimmten Richtung ist bei Na, K und Ge- 
samtbasen nicht die Rede. ‘l'rotzdem die Versuchsreihen klein 
sind, sind die Mittelwerte beinahe gleich (bei Na und K 0,6", 
und bei Gesamtbasen 1,3°/, Unterschied). Dagegen, da® man die 
kleinen Differenzen in dieser Tabelle dem Ionenausgleich Serum 
Zellen zuschreibt, spricht noch, da’ die Abweichungen bei K uni 
Gesamtbasen, wenn beide aus derselben Blutprobe bestimmt sind, 
bis auf eine einzelne Ausnahme sich in der gleichen Richtung 
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Uber den Austausch von Natrium, Kalium und Calcium usw. 1] 


hewegen. Die Gesamtbasen von Plasma und Serum werden iiber- 
wiegend beeinfluBt durch das Natrium und werden daher mit 
diesem variieren, wahrend Na und K (und daher auch Gesamt- 
basen und K) nach Waelsch gerade umgekehrt variieren miiBten. 
Dagegen ist die in gleicher Richtung liegende Veranderung durch 
kleine Fehler im ersten Teil der Bestimmung (Fehler beim Ab- 
messen des Plasmas und Serums; Verlust beim Eindampfen und 
Gliihen im Quarztiegel) leicht zu erklaren. Beim Ca ist die Diffe- 
renz im Durchschnitt etwas gréBer (im Plasma 0,3 mg-°/, = 3°/, 
mehr als im Serum). 

Uber den Ca-Gehalt des Plasmas im Vergleich mit dem vom Serum 
sind wohl einzelne Unterlagen in der Literatur zu finden, die jedoch nicht 
iibereinstimmen. Wihrend Halverson’’) und Howland”) [beide zitiert 
nach Stewart und Percival®*)] keinen Unterschied fanden zwischen 
Plasma und Serum, fanden andere Untersucher im Plasma mehr Calcium 
als im Serum: Leiboff*!) nur wenig, Friulein Herbert*’) 0,5 mg-°/,, 
Owre”) und Thomas*‘) 1 mg-°/, und Stewart und Percival*) 1 bis 
2 mg-°/,. Diese Unterschiede miissen jedoch nicht eine Folge sein von 
Ca-Ausgleich zwischen Serum und Zellen, sondern kénnen ganz oder teil- 
weise eine Folge sein von einem Ca-Vorkommen im Fibringerinnsel. Jansen *°*) 
findet im Gerinnsel von 100 cem Blut nach griindlichem Auswaschen mit 
isotonischer Rohrzuckerlésung noch 0,25 mg Ca. Der durch mich gefundene 
kleine Unterschied zugunsten des Plasmas ist zu klein und kommt zu un- 
regelmiBig vor, als daB man ihm vorliufig viel Wert zuerkennen kénnte. 
Eine Stiitze fiir die Meinung von Waelsch und Mitarbeiter bildet dieser 
kleine Unterschied jedoch nicht. 


Bestimmungen in Zellen. 


Zum Schlusse wurden in einer Anzahl der Fille der Tab. [IX auch in 
den nach der Zentrifagenbehandlung von Plasma oder Serum erhaltenen 
Zellen (bzw. zu bezeichnen als Plasmazellen und Serumzellen) Na, K und 
Ca bestimmt. Hierzu wurde das letzte Restchen Plasma bzw. Serum samt 
Gerinnsel entfernt und ebenfalls die oberste Schicht Zellen. Hierauf wurde 
nochmals 30—45 Minuten zentrifugiert, wieder die oberste Schicht entfernt 
und von dem Rest eine abgemessene Quantitiét destruiert. Die Resultate 
sind zu finden in Tab. X. 

Kin Unterschied im Kationengehalt zwischen Plasma und 
Zellen als Folge von Kationenausgleich nach Waelsch und Mit- 
arbeitern miiBte zur Folge haben, da’ Unterschiede in der ent- 
gegengesetzten Richtung zu finden sein miiBten zwischen Plasma- 
zellen und Serumzellen. Speziell bei Na und Ca miiBte ein 
kleiner Unterschied im Gehalt im Plasma gegeniiber Serum schon 
einen prozentweise gréBeren Unterschied geben im Gehalt in den 
dazugehérigen Zellen. Auch dies ist jedoch nicht der Fall. Die 
Unterschiede in Tab. X liegen véllig innerhalb der Fehlergrenze 
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(vgl. Methodik). Was weiter den Gehalt der Zellen an Na und 
Ca angeht, hierauf soll an anderer Stelle ausfiihrlicher cin. 


gegangen werden. 
Tabelle X. 























Zellen. 
Natrium, mg-°/, Kalium, mg-°/, Calcium, mg-°/, 
Plasma- | Serum- | Plasma- | Serum- Plasma- | Serum- 
zellen | zellen zellen | zellen zellen zellen 
- See a | SS = ———— — ] an 
L. K. K. 36 | 41 2,45 | 2,20 
¥,.®. 44 | 39 329 315 | 
Moh. §. II 40 | 42 307 295 2,90 | 2,45 
L. T. 8. 388 | 87 819 | 3815 8,80 | 2,15 
Soer. 44 | 40 298 | 283 2,45 | 2,60 
Mat. 36 | 838 301 | 315 | 
T.S. B. 33 | (36 327 338 230 | 2,25 
i SY 44 | 45 340 | 828 235 | 2,5 
L. H. S. 42 | 48 360 | 354 220 | 2,65 
Pr. Dp. 36 | 88 337 | 844 1,80 | 1,85 
v. d. M. 34 | 36 369 | 361 2,00 | 2,45 
Mittelwert 39 | 40 | 329 | 32 | 240 | 2,35 
Diskussion. 


Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Waelsch konnte 
weder im Menschenblut (ohne CO,-Verlust aufgefangen und zentri- 
fugiert; Heparinplasma), noch im Schafblut (keine MaBnahmen 
gegen CO,-Verlust, Heparin- und Oxalatplasma) in den ersten 
2 Stunden nach der Entnahme des Blutes deutlicher Kationen- 
ausgleich zwischen Plasma und Zellen in der Richtung des Kon- 
zentrationsgefailles wahrgenommen werden. Ebensowenig zeigten 
die zum Serum gehGrigen Zellen durchschnittlich deutliche Unter- 
schiede gegentiber den zum Plasma gehdrigen. Auch die gute 
Ubereinstimmung zwischen den Plasma- und Serumwerten stimmt 
nicht iiberein mit ihren Erfahrungen. 

Ks ist mir nicht méglich, eine Erklirung iiber diesen Gegen- 
satz zu geben. Waelsch gibt selbst an, daB der Gebrauch oder 
Nichtgebrauch von Heparin und das Entweichen oder Nicht- 
entweichen von COQ, nichts Wesentliches an ihren Feststellungen 
verindert. Ich méchte jedoch hier auf einzelne Punkte au- 
merksam machen. Leider werden durch Waelsch nur ziemlich 
wenig Kurven und Tabellen gegeben, wodurch die Beurteilung 
schwieriger wird. Obschon aufer iiberwiegenden Bestimmungen 
im Serum doch auch solche im Plasma vorgenommen worden sind, 
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' kommen derartige extrem-hohe Na- und Ca-Werte, wie sie diese 
-angeben, in der Literatur nicht vor. Weiter ist in den durch 
| sie angegebenen Kurven der Verlauf lange nicht immer nach dem 
' Schema: Am Ende sind Na und Ca auch wohl hoch und K niedrig. 


Die entgegengesetzte Richtung der Verinderungen in Na 


' und K bedeutet nicht ein gegenseitiges Auswechseln. Erstens ist 


die Bewegung lange nicht immer gegensitzlich, auferdem sind 


 beide Verainderungen quantitativ sehr verschieden: Gegeniiber einer 
| Na-Verinderung von durchschnittlich 60 mg = 2,6 Mmol/100 ccm 
' steht eine K-Verschiebung von durchschnittlich nur ungefihr 6 mg 
‘oder noch keine 0,2 Mmol. Es geht daher ein groBes Ubermab 
Kationen nach der Zelle (Ca- und Mg kénnen in diesem Zu- 


sammenhang auBer Betracht bleiben, da die Mengen gering sind 
und die Verschiebung von beiden auBerdem in entgegengesetzter 


' Richtung verliuft). Man sollte deshalb erwarten diirfen, daB die 
' Cl-Verschiebungen stets parallel laufen miBten mit denen des Na. 
| Das ist jedoch nicht der Fall. AuBerdem geben sie an, da nach 
| 2 Stunden der Cl-Gehalt des Plasmas nicht ausgesprochen in einer 


Richtung verindert ist. Dieses Nichtmitgehen von Cl mit Na 


wird auch nicht wettgemacht durch HCO,-Ionen. Von diesen finden 
'sie nur eine Abnahme von 6—10°/, = 0,2 Mmol. Gegeniiber 
' der starken Verschiebung von Kationen nach den Zellen steht 


daher nur eine viel kleinere Verschiebung von Anionen. Dies 


_ macht den ganzen ProzeB nicht glaubhafter. 


Zusammenfassung. 


1. Untersucht wurde der Gehalt an Na und Ca im Plasma, 


' welches dadurch gewonnen wurde, daf in verschiedenen Zeit- 
| punkten wahrend der ersten 2 Stunden nach der Entnahme des 


Blutes Teile der Blutprobe zentrifugiert wurden. Wihrend dieser 
Zeit bleibt der Gehalt an diesen Kationen im Plasma praktisch 
konstant, tritt also kein auBerhalb der Fehlergrenze fallender 


' Ausgleich von Kationen zwischen Plasma und Zellen auf. 


2. Bei einer Anzahl Blutproben wurde der Gehalt an Na, 


Kk, Ca und Gesamtbasen bestimmt, sowohl in Heparinplasma als 


im Serum. Es wurde kein Unterschied im Gehalt an diesen Kationen 


| zwischen Plasma und Serum gefunden, abgesehen von einem zweifel- 
haften Unterschied beim Ca. 


3. Sowohl in den Zellen von der mittels Heparin ungerinnbar 
gemachten Halfte von einer Anzahl Blutproben als in der Hilfte, 
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worin die Gerinnung eingetreten war, wurden Na, K und Ca be. 


stimmt. Zwischen beiden Reihen wurden in Ubereinstimmung mit 


dem sub 2 Gesagten keine Unterschiede gefunden. 
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Aktivierung und Hemmung von Zymohexase. 
Vou 
Erwin Bauer. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Mai 1936.) 


In einer kirzlich veréffentlichten Mitteilung') wurde die 
Auffassung vertreten, daB die verringerte Reaktionsgeschwindigkeit 
verdiinnter Zymohexaselésungen der Hauptsache nach nicht auf 
Enzymzerstérung beruht. Dieser aus dem Verhalten isolierten 
Fermentes abgeleitete SchluB ist abzuindern. Der Aktivierungs- 
befund bleibt nach wie vor bestehen, erfordert aber eine andere 
Deutung. Im kompletten Reaktionssystem wird Zymohexase 
irreversibel gehemmt. AuBer Muskelaktivator vermégen auch 
andere, chemisch besser definierte Stoffe dieselben Aktivierungs- 
erscheinungen hervorzurufen. Blausiure, Schwefelwasserstoff, 
Cystein und Glutathion aktivieren schon in geringen Konzen- 
trationen. Das Versuchsmaterial deutet darauf hin, da8 kleine, 
in Reaktionsgemisch enthaltene Mengen von Schwermetall durch 
Aktivatoren ausgeschaltet werden. Um welches Metall es sich 
dabei handelt, kann mit Sicherheit nicht gesagt werden. Jeden- 
falls ist bereits wenig Kupfer imstande, das sparsam, aber maximal 
aktivierte Knzym unter den Versuchsbedingungen irreversibel*) zu 
schidigen. Kine bereits im Gange befindliche zymolexatische 
Reaktion wird durch Kupferzusatz in entsprechender Konzen- 
tration augenblicklich unterbrochen. Auch andere Schwermetalle, 
beispielsweise Silber, Quecksilber und Zink, unterbinden die 
Bildung alkaliverseifbaren Phosphats. Ob auch hier Irreversibilitat 
vorliegt, wurde nicht untersucht. Die Frage nach der Herkunft 
des Kupfers — sofern es mit dem wirksamen Hemmungsstoft 
identisch ist — erscheint einstweilen irrelevant und soll offen 
bleiben. Wesentlich ist hier die Erkenntnis des Einflusses von 
Schwermetallen auf Zymohexase und die Méglichkeit seiner 


Paralysierung. 
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Versuchsteil. 


In der Tabelle ist eine Auswahl von Versuchen gruppenweise zu. 
sammengestellt. Innerhalb der Gruppen besteht strenge Vergleichsméglich. 
keit. Die Reaktionsansiitze sind den vor kurzem angegebenen!) dhnilich, 


mit dem geringen Unterschied, daB die Konzentration des Hexosediphosphat- 
phosphors 416 y fiir den Kubikzentimeter Reaktionsmischung betrug und 
die Fermentmenge 0,00038 cem dialysiertem Muskelextrakt*) nach Meyer. 
hof ce. s.%) entsprach. Methodisch wurde so verfahren, daB die bis auf Enzyn. 
zusatz komplettierte Reaktionsmischung eisgekiihlt und knapp vor Entnahme 
der O-Probe mit der unter Eiskiihlung entsprechend verdiinnten Enzymlisung 
vermischt wurde. Nach Einpipettieren der O-Probe in ein gleichgrofes 
Volumen 10°/,iger Trichloressigsiiure wurden die Versuche sogleich in den 
30°- Thermostaten eingebracht. Ein aliquoter Teil der Proben diente zur 
Bestimmung des alkaliverseifbaren, ein anderer zur Analyse des direkt be- 
stimmbaren Phosphats. Beziiglich Ausfiihrung der Verseifung vergleiche’) 
beziiglich der P-Bestimmungen‘). Das hexosediphosphorsaure Ca, das ich 
der Freundlichkeit Herrn Prof. Hérlein’s (I. G. Farben) verdanke, war 
durch sorgfaltige Umsetzung mit Na-Oxalat in das Natriumsalz iibergefiihrt 
und auf anorganischen, alkaliverseifbaren und Totalphosphor analysiert 
worden. Es’ wurden ungefihr 3°/, direkt bestimmbarer und 2°/, alkali- 
verseif barer P gefunden. Die Prozentzahlen beziehen sich auf den gesamten 
in organischer Bindung gefundenen P. In zahlreichen Versuchen wurden 
Phosphatasekontrollen vorgenommen, doch ergab sich niemals die Not- 
wendigkeit einer Korrektur. 


Darstellung des Muskelaktivators. 


Nach Meyerhof und Lohmann’) dargestellter dialysierter Muskel: 
extrakt wurde in die 9fache Menge erwiirmten Wassers eingeriihrt und 
nach p;;-Einstellung auf 8 etwa 20 Minuten bei 85° gehalten. Nach Ab- 
kiihlung mit Leitungswasser erfolgte Filtration von der EiweiSflockung und 
Konzentration mittels Vakuumdestillation bei 50° Badtemperatur auf das 
30fache (entsprechend der 3fachen Konzentration des Muskelextraktes). 
Von der neuerlich aufgetretenen geringen Flockung wurde klar abfiltriert. 
Thymol, Eisschrank. Auf Grund der weiter unten angefiihrten Versuchs- 
ergebnisse, die keinen Hinweis auf die spezifische Wirkung dieses Aktivators 
liefern, erschien es nicht lohnend, den wirksamen Stoff anzureichern und 
gegebenenfalls zu identifizieren. Er ist alkali- und siiurestabil (n/10, 100°, 
Einschmelzrohr), durch organische Fiillungsmittel nur unvollstandig fiillbar 
und in den Restlésungen der Tierkohlebehandlung nicht mehr enthalten. 


Aus der ersten Versuchsgruppe ersieht man u. a. die stetige, 
einem maximalen Wert zustrebende Aufrichtung der Reaktions- 
kurve. Die Aktivierung ist im Anfangsbereich der Aktivatorwirkung 
der Aktivatormenge proportional. Der Tabelle entnimmt man ferner. 


*) Frl. Maj Malmberg danke ich aveh hier wieder fir freundliche 
Hilfe bei der Kaninchenverarbeitung. 
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Aktivierung und Hemmung von Zymohexase. 17 
Zeit | in Minuten 30 60 120 
Alkaliverseif barer P y v P Y 7 Y *, 
Ohne Zusatz ... 3,7 | 0,9 7 3,7) 0,97 — _ 
- 0,00017 cem Muskelaktivator . 58 | 1,38} 62/15) — — 
- 0,00035 cem ‘ 66 | 1,6] 7,8) 1,9} — _ 
0,00070 cem * 9,1 | 2,2 78 | 25) — — 
| 0,00140 ecm - 12,3 | 3,0 | 10,4 | 4,1 ~ ~ 
0,00690 cem 19,3 | 46]3846/83] — | — 
| Ohne Zusatz . ; 10,4 | 2,5 | 13,3 | 3,2 - _— 
F 0,015 cem Muskelakt. . . 21,4 | 5,2 | 37,6 | 90) — — 
0,015 cem ” —m/100000- -CuSO, 18,3 | 3,2 | 17,3 | 4,2 — 
00l5cem ~~ -m/10000-CuSO, | 0,0 | 0,0] 0,0 | 0,0 me 
© 0,015 cem »  —m/1000-CuSO, . | 0,0 | 0,0} 00 00}; — _- 
_ Ohne Zusatz .. . ° — |- 1,8 | 0,4 | 3,1*) | 0,7*) 
| 0,015 cem Muskelakt. wid — |— | 32,5 | 7,8 182,5%)| 7,8**) 
' 0,015 eem 5» —m/1000- ‘Ag NO, —|-— 8 | 04) — — 
0,015 eem 5» —m/1000- HaNO,), —|— 2,5 | 0,6] —- — 
- 0,015 cem ‘i —m/1000-Pbac, ‘ — | — | 28,2); 68] - — 
0,015 eem » —m/1000-ZnSO, — |— 0,6 | 01) — — 
Ohne Zusatz . — |— 49/12] — _ 
} 0,001 eem ges. H, .. — |— | 36,4) 877; — 
0,01 ccm , om — |- 35,8 | 8,6] — — 
, 01 cem ,, ee oe ee ee ee — | 32,8 | 7,9} — — 
0,001cem ,, — ,, —m/100000-CuSO, | — | — | 25,3 | 6,1 oe 
0,001 eem ,,  ,, —m/10000-CuSO,. | — | — 0,0 | 00} — — 
0,001eem , ,, -m/1000-CuSO, — |— |} 00| 0,0 
Ohne Zusatz . . P 5,5) 18] 61/15) — _ 
m/10000-KCN (neutr. mit AH). 21,4 | 5,1 | 88,6 | 817 — _ 
m/1000-KON i ae wale od 2 \ 48) s8i2\)91)/— | — 
m 100-KCN e —— 18,9 | 4,5 | 33,0 | 7,9 | — — 
Ohne Zusatz . . . 6,7 | 1,6 | 11,5 | 2,8 | — — 
~ m/10000-KCN (neutr.) . boli 17,6 | 4,2 33,4 | 8,0 _~ — 
in/10000-KCN-m/100000-CuSO, 17,6 | 421384) 80] — | — 
m/10000-KCN-m/10000-CuSO, 00°00) oo !'oo;/ — | - 
m 10000-KCN-m/1000-CuSO, 0,0 0,0] 00) 00] — os 
Ohne Zusatz . . -~ | — 83,0 | 0,7] — oo 
m/1000- -Cysteinchlorhydrat . — | — | 85,2 | 85), — — 
m 1000-Glutathion i | ei sat— | — 


*) Nach 60 Minuten wurde Muskelaktivator zugesetzt (0,015 cem auf 
den Kubikzentimeter Reaktionslésung). 


**) Nach 60 Minuten wurde CuSO, zu m/1000 zugesetzt. 


Alle Zahlenangaben beziehen sich auf den Kubikzentimeter Reaktionslésung. 


da8 sich nicht allein zugesetztes Kupfer durch Aktivatoren aus- 
schalten l4Bt, sondern auch umgekehrt durch Kupferzusatz die 


Aktivatoren unwirksam werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLII. 


Versuchsgruppe 3 zeigt, 


daB 
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sich ein inkubiertes Reaktionsgemisch praktisch durch Muskel- 
aktivator nicht mehr reaktivieren liBt. Analog verhialt sich ein 
mit (m/10000) und ohne zusitzliches Kupfer inkubiertes Gemisch 
gegeniiber m/800 KCN, was neben anderen Griinden schliefen 
laBt, daB die unter den Versuchsbedingungen erfolgende Akti- 
vierung nicht oder wenigstens nicht ausschlieBlich auf der Bildung 
von Cyanhydrin*) oder eines analogen Abfangproduktes beruht. 
Die Aktivatoren sind ohne Enzym natiirlich zymohexatisch inaktiy, 

Der EinfluB von Eisenverbindungen auf Zymohexase wird 
gegenwartig noch untersucht und die Ergebnisse sollen spiiter 
mitgeteilt werden. 


Anmerkung bei der Korrektur: Wihrend der Drucklegung dieser 
Arbeit erschien eine vorliufige Mitteilung von Wagner-Jauregg und 
Rzeppa [Diese Z. 240, Heft 3—4, I (1936)], welche sich mit Schwermetall- 
vergiftung der Glykolyse befaBt. Es liegt nahe, zu fragen, ob die hier 
und von Wagner-Jauregg und Mitarbeiter mitgeteilten Befunde zusammen- 
fallen. Die Beobachtungen an Zymohexase kénnten dann eine genauere 
Lokalisierung des Schwermetallangriffes bedeuten, vorausgesetzt natiirlich, 
dab die Hemmung nicht auch in andere Stufen des Glykolyseprozesses 
eingreift. Indes stehen einer solchen Auslegung gewisse Unstimmigkeiten 
im Wege, so beispielsweise die Wirkungslosigkeit von KCN und die Gift- 
wirkung von Fe (3) im glykolytischen System, wiihrend im Zymohexasesystem 
beide Stoffe aktivieren. Diese Widerspriiche diirften aber zu tiberbriicken 
sein. Eisen wirkt nur bei alkalischer Reaktion, dem Wirkungsoptimum der 
Bildung von alkaliverseifbarem P, aktivierend, bei schwach saurer Reaktion 
erfolgt dagegen Hemmung. Ebenso tritt der Aktivierungseffekt von HCN 
im p,-Optimum besonders deutlich zutage. Auf diese, mit der py-Stabilitit 
der Zymohexase zusammenhingenden Erscheinungen wird spiiter zuriick- 
zukommen sein. Beziiglich spezifisch entgiftender Wirkung von Co-Zymase 
und Warburgschem Co-Ferment kénnen hinsichtlich der Zymohexase 
bindende Aussagen noch nicht gemacht werden. Ein Vorversuch mit reinster 
Co-Zymase (ACo 600000), die mir Herr Dr. Schlenk iiberlassen hatte, 
lieferte in dieser Richtung keinen Anhaltspunkt. 
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Uber die chemische Grundlage 
der Ehrlichschen Diazoreaktion im Urin. 


3. Mitteilung. 


Von 
Paula Sachs. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Mai 1936.) 


Nach den bisherigen Ergebnissen (Z. klin. Med. 119, 381 u. 
551) entsteht aus dem Diazoniumsalz des Dichloranilins*) mit 
Diazoharnen und auch mit normalen Urinen bei alkalischer Reak- 
tion eine betrachtliche Menge Azofarbstoff (Rohfarbstoff genannt) 
und zwar etwa 5g in 10 Liter. Dieser Rohfarbstoff kann in 
4 Fraktionen zerlegt werden. 











Rohfarbstoft 
i | 
iitherlésliche Fraktion 4, itherunlisliche Fraktion etwa 50°/, 
= | eat ee amcemecamras a 
| | 
2. Sodafraktion 1. NaOH-Fraktion 3. Restitherfraktion 
etwa 10°, etwa 1°/, etwa 40°, 


Aus der 1. Mitteilung geht hervor, daB wahrscheinlich die 
NaOH-Fraktion trotz der geringen Menge die wichtigste Fraktion 
ist. Sie enthilt ausschlieBlich einen schén krystallisierenden 
Kérper, der sich in konzentrierter Natronlauge mit prachtvoll 
blauer Farbe lést und daher vorliufig blauer Farbstoff genannt 
wurde. Seine Bruttoformel ist C,,H,,N,O,Cl,. Nach Abzug der 
Azoreste verbleibt ein ,,Chromogen“ von der Zusammensetzung 
C,,H,,N,O,. Dieses ist vermutlich ein wichtiger Trager der patho- 
logischen Diazoreaktion. Er kann auch, jedoch in viel geringeren 
Mengen (= 1/,,) aus hydrolysierten normalen Urinen gewonnen 
werden. Der Farbstoff gibt zweierlei gut krystallisierte Benzoyl- 
derivate mit je 6 und 7 Benzoylgruppen. Die Konstitution des 
»Chromogens* ist vorlaufig noch nicht geklirt. In der 1. Mit- 


1) Es wird wegen der Liéslichkeitsverhiiltnisse nicht Sulfanilsiure 
verwendet. 


Q* 
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teilung ist diskutiert, daB es sich méglicherweise um ein Derivat 
des T'ryptophans handelt, abgeleitet vom Kynurenin. 

In der vorliegenden Arbeit wird iiber Ergebnisse berichtet; 
die sich auf die tibrigen Fraktionen des Farbstoffes beziehen. 

Es hat sich herausgestellt, daB die Sodafraktion und die 
Restitherfraktion unwichtig sind. Die Sodafraktion liBt sich in 
Fraktion 1 und 3 auflésen. Die Restiitherfraktion ergibt bei der 
Aufarbeitung zwar einen gut krystallisierten Kérper (Schmelz- 
punkt 163°, Bruttoformel C,,H,N,Cl,), ist aber zweifellos mit 
seinem Chlorgehalt (44°/,) kein physiologisches, sondern ein Um- 
wandlungsprodukt des zur Reaktion zugesetzten Dichloranilins. 
Diese Fraktionen (insgesamt 50°/,) haben also mit der Diazo- 
reaktion nichts zu tun. 


Von groBem Interesse ist jedoch die aitherunlésliche & 


Fraktion, aus der sich ein ausgezeichnet krystallisierender Kérper 
gewinnen laBt. 

Die Fraktion stellt ein braunes Pulver dar. Als Azofarbstoff 
wurde sie friiher schon dadurch charakterisiert, daB man durch 
reduktive Spaltung Dichloranilin wieder zuriickgewinnen konnte., 
Daneben hat sich bei der Reduktion ein weiteres Produkt nicht 
fassen lassen. Es wurde daher eine oxydative Spaltung ver- 
sucht nach der Methode von O. Schmidt [Ber. chem. Ges. 38 
3201, 4022 (1905)). Danach spalten sich Azofarbstoffe mit 
rauchender Salpetersiiure im allgemeinen folgendermaBen: Die 
zur Herstellung benutzte Diazoniumverbindung erhilt man als 
solche zuriick. Die angekuppelte Komponente wird an Stelle der 
Azogruppe nitriert. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dab 
schwer nitrierbare K6érper auch als urspriingliche Substanzen 
wiedergewonnen werden kénnen. 


Cl 
/ + \ x —>}> * 
. ny N,Cl + i a Ill 
TN aS a vf. * 
Cl --N,-~ x \OH x )OH 
oF fake 7 


OX 1V)—No, ~ C1-N,—( x ) I] 


Aus dem nachfolgenden geht hervor, daB auch die Méglich- 
keit besteht, da8B die Kupplungskomponente die Azogruppe fest- 
halt (II). 





a a ae 








erivat 


chtet; 
on. 

d die 
ch in 
el der 
melz- 
3 mit 
Un- 
tilins, 
iaz0- 


che 
Orper 


bstoff 
lurch 
nnte, 
nicht 
ver- 
s. 38 
mit 
Die 
. als 
2 der 
dab 


nzevu 


[ Wl 





iiber die chemische Grundlage der Ehrlichschen Diazoreaktion usw. 9] 


Die Methode von O. Schmidt, auf die iitherunlésliche Fraktion an- 
gewandt, gestaltete sich wie folgt: 


Von dem durch UbergieBen mit Ather gereinigten, braunen Pulver 
werden 5 g in kleinen Portionen (Vorsicht explosiv!) in etwa 100 g rauchen- 
der Salpetersiure unter gleichzeitigem miBigen Kiihlen eingetragen. Man 
jaBt 10 Minuten stehen, gieBt dann in die 20fache Menge Wasser und 
Eis. Ein schmutziggriiner Niederschlag scheidet sich ab, von dem abfiltriert 
wird. Das Filtrat wird sofort in eine eisgekiihlte, alkalische p-Cresollésung 
eingetragen. Es entsteht ein roter Farbstoff, der nach Ansiiuern mit 
Schwefelsiure orangerot ausfillt. Der Farbstoff wird abfiltriert und ge- 
trocknet. Durch wiederholtes Lésen in warmem Alkohol und Ausfillen 
mit Wasser (evtl. Behandeln mit Petrolither), lassen sich zweierlei kry- 
stallisierte, gefirbte Stoffe abtrennen vom Schmelzp. 145 und 200—201°. 


Farbstoff I. Schmelzp. 145°, feine Nadeln. 
Fiir Dichlorbenzol-azo-p-Cresol Ber. C 55,71 H 3,57 
(Schmelzp. 145°). Gef. ,, 56,06 ,, 3,60. 

Auch der Mischschmelzpunkt stimmt iiberein. 


Farbstoff II. Schmelzp. 200—201°, orangerote Rhomben. 
Fiir C,,H,,N,O, Ber. C 74,63 H 4,92 N 6,22 
Gef. ,, 73,92 ,, 5,00  ,, 6,20, 6,17. 
Qualitativ ist der Farbstoff chlorfrei. 


FarbstoffI ist also die erwartete Diazoniumverbindung (I), 
durch oxydative Spaltung herausgeholt. Bemerkenswert ist aber 
das 2. Spaltstiick, das mit p-Cresol reagiert hat und den Farb- 
stoff II ergab. Es ist anzunehmen, daB auch dieses Produkt ein 
Azofarbstoff ist, da bei der Darstellung einem MitreiBen eines 
allenfalls entstandenen Nitroproduktes durch vorhergehendes Aus- 
ziehen mit Ather vorgebeugt worden ist. Es handelt sich bei 
Farbstoff II der Darstellung nach um einen p-Cresolfarbstoff der 
Kupplungskomponente (x Il). Die Spaltung hat demnach an 
; Stellen angegriffen (a und b). Wichtig ist, daB der neue Kérper 

'ogHly.N,O, (der p-Cresolrest abgezogen ergibt das Chromogen 
¢ ‘H, "0,) in betrichtlicher Menge zu erhalten ist, jedenfalls in 
gréBerer Menge als der blaue Farbstoff. Schon aus dieser Tat- 
sache heraus ist anzunehmen, daB ein physiologischer und nicht 
ein pathologischer Korper vorliegt. Uber die Konstitution dieses 
Chromogens ©,,H,,0, kann noch nichts ausgesagt werden. 


Aus dem schmutziggriinen Niederschlag, der beim Verdiinnen der stark 
sauren Nitrierungslésung entsteht, konnte kein Krystallisat dargestellt werden. 
Vielleicht stellt er ein Gemisch von III und IV und deren héheren Nitrie- 
rungsstufen vor. Eine Trennung diirfte dann Schwierigkeiten bereiten, 
sogar kaum durchzufiihren sein. Die Menge dieses Niederschlages ist immer- 
hin bemerkenswert. 
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Zusammenfassung. 


Im Azofarbstoffgemisch, das durch das Diazoniumsalz des 
Dichloranilins und Urin entsteht, sind bisher 3 krystallisierte Azo- 
kérper gefunden worden. Zieht man die Diazoniumkomponenten 
von den Bruttoformeln ab, so erhilt man die entsprechenden 
Formeln der gesuchten Diazochromogene. 

Interessant ist der Vergleich dieser Formeln: 

1. Hermanns u. Sachs [Diese Z. 114, 79, 84 (1921)]. 

C,,H,,0,.N, (Formel verdoppelt). 
2. Blauer Farbstoff (I. Mitteilung P. Sachs). 
C,,H,)N,O, (Tryptophanderivat?). 
. Aus itherunléslicher Fraktion (diese Arbeit). 
C,H, ,03. 

Ks ist naheliegend, anzunehmen, das verschiedene Abbau- 

stufen eines gemeinsamen Grundkérpers vorliegen’). 


ee) 


Diese Arbeit wurde wie die I. und II. Mitteilung durch die Not- 
gemeinschaft der deutschen Wissenschaft unterstiitzt, wofiir ihr an 
dieser Stelle gedankt sei. 

1) Zum Vergleich kénnten bekannte physiologische Stoffe herangezogen 
werden: Follikelhormon C,,H,.O,, Androsteron C©,,H,,O,, Pregnandio! 
%»1H,,0,, Equilenin C,,H,,0,, Corpus luteum Hormon C,,H,)0,. 
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Uber Abbau des Dimethylanilins bei Pflanzenfressern. 


Von 
F. Horn. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Greifswald.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1936.) 


Neben Versuchen iiber Abbau von Dimethylanilin und Di- 
methylanilinoxyd bei Hunden (Ausscheidung von o-Aminophenol, 
gepaart wahrscheinlich an Schwefelsiure oder Glucuronsiure im 
Harn), tiber die vor kurzem berichtet wurde’), habe ich ahnliche 
Versuche an Kaninchen ausgefiihrt, die zu etwas abweichendem 
Ergebnis fiihrten: nach Verabreichung von Dimethylanilin wurde 
hier regelmiBig Monomethylaminophenol, und zwar dem be- 
kannten Verhalten der Pflanzenfresser gegen derartige Benzol- 
derivate entsprechend?) die p-Verbindung an Glucuronsiure ge- 
bunden im Harn ausgeschieden. Der Abbau fiihrt hier also 
weniger weit als beim Fleischfresser. Er erfolgt méglicherweise 
iiber Monomethylanilin, von dem gelegentlich kleine Mengen im 
Versuchsharn nachzuweisen waren. 

Dimethylanilinoxyd war auch hier nie nachzuweisen; seine Bil- 
dung als Zwischenstufe erscheint nach den eben erwahnten Beob- 
achtungen nicht wahrscheinlich. Mit dem verlangsamten, jedenfalls 
nicht wie beim Fleischfresser bis zam Aminophenol fiithrenden Abbau 
ist es wahrscheinlich in Zusammenhang zu bringen, dab bei dimethyl- 
anilinvergifteten Kaninchen Methiimoglobinbildung bisher nicht beob- 
achtet wurde *); auch in meinen Versuchen konnte ich im Blut spektro- 
skopisch kein Methimoglobin nachweisen. 

In den recht voluminésen, methylalkoholunléslichen Riick- 
stiinden des eingeengten frischen Harnes waren neben Eiwei8, 
anorganischen Harnbestandteilen usw. Substanzen vorhanden, die 
Fehlingsche Lésung reduzierten, die Orcinsalzsiureprobe und 
eine dunkelgriine Indophenolprobe gaben. Hier lieB sich ver- 
hiltnismaéBig leicht Glucuronsiiure, die wahrscheinlich bei der 
Aufarbeitung aus der gepaarten Verbindung abgespalten war, als 
Barium und Brucinsalz isolieren‘). 

In einem weiteren Versuch gelang es bis zu einem gewissen 
Grade, die gepaarte Glucuronsiureverbindung nach mehrfacher 
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Fraktionierung mit Bleiacetat-, Bleiessig- und Bleiessig-Ammoniak- 
fillung als Bariumsalz abzutrennen. Den Analysenwerten wiirde 
die Zusammensetzung C,,H,,N,O,,Ba + 5 H,O entsprechen; in 
Hochvakuum bei 130—140° wird Kr ystallwasser abgegeben, die so 
getrocknete Verbindung hat die Zusammensetzung C,,H,,N,O,,Ba 
+ 2 H,O; bei héherer Temperatur tritt Gelbfarbung auf. Die 
Verbindung enthielt N—CH,-Gruppen, die Werte bei ihrer Be- 
stimmung waren aber stets zu niedrig. Ob das dafir spricht, 
da8 die Verbindung auch nach mehrmaligem Umfillen bei sonst 
konstanter Zusammensetzung noch unrein war, oder ob es auf 
besondere Schwierigkeiten der Bestimmung zurickzufihren ist, lift 
sich nicht sagen. Nach der Siurehydrolyse dieser Verbindung lieb 
sich in den Atherextrakten nur p-Methylaminophenol, kein Phenol 
oder Aminophenol nachweisen; daneben wurde als Spaltprodukt 
Glucuronséure als Bariumsalz erhalten. 

Unabhingig von der Frage, ob das erhaltene Bariumsalz der 
gepaarten Verbindung vollkommen rein war, ergibt sich aus diesen 
Beobachtungen auf jeden Fall, dafi Methylaminophenol an Glucuron- 
siure gebunden ausgeschieden — also nicht etwa aus dem N-Oxyd 
erst bei der Aufarbeitung gebildet wurde. 


Versuchsteil. 


A. Untersuchung auf Aminophenole. Zur Identifizierung der 
Monomethylaminophenole kénnen die Farbenreaktionen, die ich 
bei Untersuchung auf o-Aminophenol im Hundeharn verwandte, 
mit allem Vorbehalt herangezogen werden [a.a. O.)]. Fehlingsche 
Lésung wird von o- und m-Aminophenol nicht, von p-Aminophenol 
nur langsam und schwach, auch von o-Methylaminophenol und 
p-Dimethylaminophenol nur sehr langsam, von p-Methylamino- 
phenol dagegen rasch und sehr kriftig reduziert. Auch das er- 
leichtert die Auffindung des letzteren. 

Die Farbenreaktionen priifte ich an analysenreinen kiui- 
lichen Praparaten. 














o- -Methylaminophenol_ p- p-Methylaminophenol 

1. iemiiieia , tiefrot farblos, in Wirme: rotlich 
2. Hypochlorid. . tiefrot Blaufarbung, rasch braunrot 
3. Bromwasser .... tiefrot farblos, Wirme: rot 
6 EE sé oxearees Kilte: rot Kilte: weiBe Fall., Wirme: rot 
5. Indophenolprobe — langsam griin — rasch dunkelgriin 
6. GerngroB - Voss- 

Perr + braune Fillung + bréunliche Fillung 
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Die Aufarbeitung der Harne und die Hydrolyse erfolgte wie bei den 


' friiher [a. a. O.")] beschriebenen Hundeversuchen. Der hydrolysierte Harn 
- wurde zunichst bei saurer Reaktion (Auszug A.) anschlieBend bei soda- 


alkalischer Reaktion (Auszug B.) ausgeiithert. Die Ausziige A gaben stets 


nur ganz geringe Mengen brauner, dliger Riickstiinde, die nicht weiter unter- 


sucht werden konnten. Die Aufarbeitung der Ausziige B auf Monomethyl- 


- aminophenol wird unten beschrieben. 


1. 2 Kaninchen (5,25 und 8,75 kg): subkutan innerhalb 5 Tagen 15,2 g 


 Dimethylanilin in Olivenél (1:5), frei von Anilin und Monomethylanilin. 


Gesamtharnmenge: 1150 ccm. Harnfarbe braunschwarz. Nur am 5. Tage 
ceringe Vergiftungserscheinungen. Im Blut war wihrend des Versuches 
nie Methimoglobinspektrum zu beobachten. 

Atherauszug des frischen sodaalkalischen Harnes vor der Hydrolyse: 
190 mg Pikrat von unzersetzt ausgeschiedenem Dimethylanilin (1 mal aus 
Wasser umkrystallisiert Ber. N 16,00; Gef. N 16,18; Schmelzp. 156°, ver- 
langt 157°). 

Auszug B: Die gesammelten und iiber wasserfreier Soda getrockneten 
Atherextrakte wurden im Vakuum unter Einleiten von Kohlensiure bis zur 
beginnenden dligen Abscheidung eingeengt, nochmals 8 Stunden getrocknet 
und mit itherischer, wasserfreier Oxalsiiurelésung (2: 100) versetzt. Die 
Oxalatfillung, rasch abfiltriert und dtherfeucht in den Vakuumexsiccator 
gebracht, wurde 1mal aus heiBem Methylalkohol umkrystallisiert: 1,19 g 
analysenreines neutrales p-Monomethylaminophenoloxalat. Schmelzpunkt: 
leichte Braunfirbung bei 190°, Zersetzung und Aufschiumen bei 204 
bis 205° *). 

4,710 mg Subst.: 9,840 mg CO,, 2,520 mg H,O. — 5,321 mg Subst.: 
0,3783 eem N, (16°, 741 mm). — 3,400 mg Subst.: 4,610 mg AgJ. 


(,,H,,N,O, (336,176) Ber. C 57,11 H5,99 N 8,33 OH, 8,94 
Gef. ,, 56,98  ,, 5,99 ,, 8,18 8,67. 


2. 4 Kaninchen (4,5; 2,6; 3,3; 3,8 kg): an 5 Tagen zusammen 13,8 g 
Dimethylanilin wie oben. Gesamtharnmenge: 2,23 Liter. Farbe braun- 
schwarz. Eiwei8proben positiv, Fehling nach dem Enteiweif8en positiv. 
Am 4. und 5. Tag Vergiftungserscheinungen. Aufarbeitung wie oben. 

Atherauszug des frischen, mit Natronlauge schwach alkalisierten 
Harnes: keine Pikratfillung, nach Ausschiitteln mit verdiinnter Salzsiure, 
Alkalisieren, Ausziehen mit wenig Ather und Zusatz von iitherischer Oxal- 
siurelésung: 160mg Oxalat, das 2mal aus Butylalkohol umkrystallisiert 
sich als saures Oxalat des Monomethylanilins erweist. Schmelzpunkt ab 
110° Sintern, 1183—114° klare Schmelze **). 

*) Anmerkung: Reines, neutrales p-Monomethylaminophenoloxalat aus 
kiuflichem Sulfat (Ber. N 8,33, Gef. N 8,64), Schmelzp. 190° Braunfirbung, 
205—206° Aufschiumen. Mischschmelzpunkt mit der Harnsubstanz: un- 
verindert. Reines, neutrales o-Monomethylaminophenoloxalat aus kiuf- 
lichem Sulfat (Ber. N 8,33, Gef. N 8,06) Schmelzp. 156°. 

**) Saures Monomethylanilinoxalat aus kiuflichem Methylanilin (Ber. 
N 7,11, Gef. N. 7,28) Schmelzp. 114—115°. Mischschmelzpunkt mit der 
Harnsubstanz ebenso. [Anselmino®) beschreibt das neutrale Oxalat, 
Schmelzp, 113°]. ; 
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5,092 mg Subst.: 10,110 mg CO,, 2,580 mg H,O. — 5,146 mg Subst.: 
0,3224 cem N, (16°, 736 mm). 
C,H,,NO, (197,098) Ber. C 54,79 H568 N 4,11 
Gef. , 54,15 ,, 567° ,, 7,17. 


Auszug B: Aufarbeitung wie in Versuch 1.: 1,63 g krystallines Oxalat, 
2mal aus Methylalkohol umkrystallisiert, Schmelzp. 190° Braunfirbung, 
204—-205° Aufschiiumen. 


4,731 mg Subst.: 9,83 mg CO,, 2,53mg H,O. — 4,790 mg Subst. 
0,3381 cem N, (16°, 747 mm). 
C,.H..N,O, (336,176) Ber. © 57,11 H5,99 N 833 


Gef. ,, 56,67 ,, 5,98  ,, 8,20. 


Ein Teil des neutralen Oxalates verwandelt in das saure Sulfat: 
Schmelzpunkt ab 235° Sintern, Dunkelfiirbung, 246—250° Anufschiumen, 
Violettfarbung*). 


5,042 mg Subst.: 0,2764 cem N, (16°, 750 mm). 
C,H,,NO,S (221,154) Ber. N 6,33 Gef. N 6,39. 


B. Untersuchung auf Methylaminophenylglucuronsaure. Dic 
methylalkoholunléslichen Riickstiinde der Harne von Versuch 2 reduzierten 
Fehlingsche Lésung, gaben die Orcinsalzsiureprobe und eine Griin- 
fiirbung bei der Indophenolreaktion. Nach Aufnehmen mit Wasser, Fiillung 
mit neutralem Bleiacetat, dann mit Bleiessig, schlieBlich mit Bleiessig und 
Ammoniak, wurde aus den letzten beiden Fraktionen eine stickstofffreie 
Bariumverbindung abgetrennt, aus der ein analysenreines Brucinsalz der 
freien Glucuronséure nach Neuberg fa. a. O.‘)] erhalten wurde. Das 
Priparat gab bei 140° im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd 4 Mol 
Krystallwasser ab (Ber. H,O 10,93, Gef. H,O 10,31, 11,04). Die so getrocknete 
Substanz enthielt 4,7 bzw. 4,44 N (C,,H,,0,,N, Ber. N 4,76), reduzierte 
Fehlingsche Lésung und gab die Orcinsalzsiiureprobe. Schmelzp. 200° Zers. 

3. Versuch. 3 Kaninchen an 8 Tagen zusammen 20,15 g Dimethyl- 
anilin wie oben. Die einzelnen Harnmengen wurden frisch mit neutralem 
Bleiacetat verrieben (Fillung I), das Filtrat hiervon mit Bleiessig versetzt: 
Fillung I], und das Filtrat II schlieBlich mit Bleiessig und Ammoniak 
ausgefillt: Fallung III. 

Fallung I gab nach Entbleien und Siurehydrolyse einer Probe keine 
Reduktion mit Fehlinglésung. Aus Fillung II und III wurde die gepaarte 
Verbindung als Bariumsalz abgetrennt. 

Fiallung II: wird mit Schwefelammonium zersetzt, im Vakuum etwas 
eingeengt, mit Baryt und Kohlensiiure umgesetzt. Mit Alkohol wurde jetzt 
aus gréBerer Fliissigkeitsmenge eine Fiillung von Bariumsalzen erhalten, die 
nicht einheitlich und zu gering zur weiteren Untersuchung war. Nach Ein- 
engen des Filtrats im Vakuum bis zum diinnen Sirup und Fiillen mit der 
12—15 fachen Menge absoluten Alkohols wurden 24 g noch unreinen Barium- 
salzes erhalten. 20 g davon wurden iiber die freie Siure und erneute Blei- 
essigfillung gereinigt, und — nach Entfernung geringer Menge Salzsiure 


*) Analysenreines kiiufliches Sulfat (Gef. N 5,92) Schmelzp. 251° Auf- 
schiiumen, Violettfirbung. 











Subst,: 


Oxalat, 
irbung, 


Subst.: 


Sulfat: 


‘iumen, 


Die 
zierten 
Griin- 
dillung 
g und 
fffreie 
lz der 

Das 
4 Mol 
‘-knete 
zierte 
) Zers, 
ethyl- 
ralem 
setzt: 
oniak 


keine 
aarte 


twas 
jetzt 
, die 
Ein- 
; der 
jum- 
B lei- 
iure 


A uf- 





Uber Abbau des Dimethylanilins bei Pflanzenfressern. 27 


| mit Silberhydroxyd — als Bariumsalz wieder ausgefillt. Die Zusammen- 
setzung blieb jetzt auch bei 2 maligem Umfillen aus Wasser mit Alkohol 
' konstant. Nach Trocknen im Vakuumexsiccator tiber Calciumchlorid bei 


Zimmertemperatur Schmelzpunkt: ab 165—170° Braunfirbung, 200—240° 


' Aufschiiumen. 


13,125, 14,301, 10,624 mg Subst.: 3,852, 4,192, 3,181 mg BaSQ,. 


10,020 mg Subst.: 0,2842 cem N, (17°, 762 mm). 


Im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 130°: 


7,16, 13,42 mg Subst. (einmal umgefillt) 0,470, 0,870 mg Gewichts- 
verlust; 9,01, 10,372 mg Subst. (2 mal umgefiallt) 0,609, 0,710 mg Gewichtsverlust. 


 (,,HyyN,0,,Ba + 5 H,O (833,76) Ber. Ba 16,68 N 3,40 34H,0 6,56. 
C, gH ygN,0,,Ba + 4 H,O (805,74) 


Ber. Ba 17,05 N 3,48 3H,0 6,71 
Gef. ,, 17,23, 17,25, 17,34 ,, 3,85 H,O 6,56, 6,48, 6,76, 6,85. 


Die bei 180° wie angegeben getrocknete Substanz ist hygroskopisch und 
nimmt beim Stehen an der Luft innerhalb einiger Tage wieder etwa 3 Mol 


Wasser auf. Bei 130° im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 


15,560, 9,280 mg Subst.: 4,79, 2,81 mg BaSO,. — 4,647 (1 mal umgefiillt), 


4,230 (2mal umgefillt) mg Subst.: 6,965, 6,295 mg CO,, 1,90, 1,78 mg H,0. 
| — 12,24 mg Subst.: 0,3822 ecm N, (17°, 760 mm). — 3,481 (1 mal umgefiallt), 
4,669 (2mal umgefiillt) mg Subst.: 1,415, 1,770 mg AgJ. 


C,,.H3,N,0,,Ba + H,O (751,69) 
Ber. C 41,51 H 4,56 N 3,73 Ba 18,28 N-CH, 3,98. 
C,,Hs,N,0,,Ba + 2 H,O (769,71) 
Ber. © 40,54 H 4,72 N 3,64 Ba 17,85 N-HC, 3,89 
(ref. ,, 40,88, 40,58 ,, 4,57,4,71 ,, 3,68 ,, 18,12, 17,88 * 2,60, 2,42. 
Spaltung der gepaarten Verbindung: 0,8g des Bariumsalzes, 
in die freie Siure verwandelt und 3 Stunden mit 12°/,iger Salzsiiure am 


| RiickfluBkiihler gekocht, werden bei saurer Reaktion (Auszug A), dann bei 


sodaalkalischer Reaktion (Auszug B) ausgeiithert. Auszug A gibt eine Spur 
dligen Riickstandes, der anscheinend aus geringen Mengen freier Glucuron- 


 siure besteht. Auszug B wird wie in Versuch 1. und 2. getrocknet und 


auf Methylaminophenol untersucht: geringe Oxalatfillung, die leicht dlig 
wird und zur Analyse nicht ausreicht; sie wird fiir Farbenreaktionen usw. 
verwandt. Fehling stark +. Indophenolprobe: sofort intensive Dunkelgriin- 
firbung. (Keine Blaufirbung, wie sie noch mit Spuren von p-Aminophenol 
auftritt.) Hypochloridprobe sofort Blaufirbung, die in schwarzbraun iiber- 
geht. Millon: in der Wirme Rotfirbung. Gerngro8-Voss: +. LEisen- 
chloridprobe: in der Wiirme schwache Rotfirbung. Die Substanz verhiilt 
sich also wie p-Methylaminophenol. 

4 ¢ Bariumsalz werden in die freie Siure verwandelt und mit 5°/,iger 
Schwefelsiure 8 Stunden gekocht. Die schwefelsaure Lisung wird aus- 
geiithert: der Ather nimmt geringe Mengen von Substanzen auf, die die 
Millonsche Probe geben, mit Wasserdampf aber nicht fliichtig sind. Nach 
Entfernung der Schwefelsiure mit iiberschiissigem Baryt wird die alkalische 
Lésung nochmals mit Ather extrahiert und der Atherextrakt wie oben nach 





98  F. Horn, Uber Abbau des Dimethylanilins bei Pflanzenfressern. 


Trocknen auf Methylaminophenol untersucht: Oxalatfillung, die zur Analyse 
nicht ausreicht, Fehlinglésung sofort stark reduziert und alle Farbreaktioney 
des p-] Methylaminophenols wie oben gibt. Auch hier war kein p-Amino. 
phenol nachzuweisen. Aus der mit Ather extrahierten alkalischen Lésung 
wird mit Kohlenséure der Barytiiberschu8 entfernt und mit Alkoholfillung 
das Bariumsalz der freien Glucuronsiure abgetrennt, das einmal aus Wasser 
mit Alkohol umgefallt und bei Zimmertemperatur im Vakuum iiber Calcium. 
chlorid getrocknet wird. Schmelzp. 130—140° unscharfe Zersetzung. Die 
Substanz reduziert Fehlingsche Liésung und gibt die Orcinsalzsiureprobe, 
Die Substanz ist stickstoffrei. 


4,821, 12,28 mg Subst. im Hochvakuum bei 100° tiber Phosphorpentoxyd 
0,280, 0, 740 mg Gewichtsverlust. 
C,,H,,0,,Ba + 2H,O (559,61) Ber. 2H,O 6,44 Gef. 2H,O 5,81, 6,03, 
4,541 mg Subst. i. 100° Hochy. getr.: 4,580 mg CO,, 1,550 mg H,0, 
C,.H,,0,,Ba (523,54) Ber. C 27,51 H 8,45 
Gef. ,, 27,51 ,, 3,82. 


Zusammenfassung. 


Dimethylanilin wird im Stoffwechsel des Kaninchens, méglicher- 
weise tiber Monomethylanilin, in p-Monomethylaminophenol ver- 
wandelt. 

p-Methylaminophenol wird an Glucuronsiure gepaart im Ham 
ausgeschieden. 

Methimoglobinbildung, die bei Fleischfressern stets auftrat 
[a. a. O.7)], konnte bei den Kaninchen nie nachgewiesen werden. 
Vielleicht hangt das mit dem verlangsamten, jedenfalls nicht wie 
bei Fleischfressern bis zum Aminophenol fihrenden Abbau zu- 
sammen. 

Bildung von Dimethylanilinoxyd wurde nicht beobachtet. 
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Zur Kenntnis der Heterophosphatese. 
Von 
Erwin Bauer. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat in Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juni 1936.) 


Mit Riicksicht auf zahlreiche Untersuchungen der letzten 
Vergangenheit iiber die Mitwirkung von Adenosintriphosphorsiure 
an Intermediirreaktionen der Glykolyse und Girung erschien es 
wiinschenswert, den von Euler und Adler?) beschriebenen Wirk- 
stoff der Hefezelle*), mit dessen Hilfe der leicht hydrolysierbare 
Anteil des Adenosintriphosphorsiure-Phosphors auf Zymohexosen 
ibertragen wird, eingehender zu untersuchen. 

Kinzelne Autoren scheinen anzunehmen, daB die Primir- 
veresterung der Zucker ausschlieBlich durch Adenosintriphosphor- 
siure oder ihre Vorstufe erfolgt*). Untersuchungen dieses Labo- 
ratoriums haben aber gezeigt, daB auch Co-Zymase direkt oder 
indirekt™*) als P-Ubertriiger wirksam ist). Analog konnten Schiff- 
ner und Berl‘) nachweisen, daB adenosintriphosphorsiure- und 


| adenylsiurefreie, gereinigte Phosphorylierungssysteme von Adeno- 
| sintriphosphorsiiure nicht stimuliert werden. Jedoch ist die Phos- 


phorylierung an die Gegenwart von Co-Zymase gekniipft, weshalb 


' eine indirekte, iiber Co-Zymase als Mittelglied verlaufende Phos- 
 phatveresterung in Betracht zu ziehen ist. Vielleicht besteht eine 


Beziehung zwischen der P-Ubertrigerfunktion der Co-Zymase und 


ihrer Unentbehrlichkeit zur Veresterung von anorganischem Phos- 
phat. Ob im normalen Zellgeschehen beide Stoffe nebeneinander 


an der Zuckerdesmolyse mitwirken, laBt sich noch nicht sicher 
entscheiden, wenngleich durch die Arbeiten des EKulerschen und 
Parnasschen Forschungskreises sowohl das Vorkommen von 
Adenosintriphosphorsaéure als auch deren Verarbeitung in Hefe 
sichergestellt ist. Beziiglich der katalysierenden Systeme diirfte 
als sicher anzusehen sein, daB das Co-Zymasesystem vom Adeno- 
sintriphosphorsiiuresystem verschieden ist [vgl. *)]. 


*) Vgl. Meyerhof, Naturw. 23, 850 (1935). 

**) Nach neuesten Untersuchungen dieses Instituts scheint die phosphat- 
iibertragende Wirkung nicht der unverinderten Co-Zymase zuzukommen. 
(Privatmitteilung Euler u. Vestin.) 
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Die von Euler und Adler (a.a.0O.) mitgeteilten Befunde 
legen den Gedanken nahe, daf vielleicht im Stadium der Un. 
phosphorylierung die eigentliche Aufgabe einer der Hefephospha. 
tasen zu suchen wire. Man hatte einerseits in Betracht 7 
ziehen, daB die Heterophosphatese mit einer der Hefephosphatasey 
identisch ist, andererseits, daB eine oder mehrere dieser Phos. 
phatasen als integrierende Bestandteile in das Heterophosphatese. 
system eingehen. Von den drei unterschiedenen Hefephospha. 
tasen ®) laBt sich die Beteiligung von Oberhefenphosphatase (Albers 
eindeutig ausschlieBen, da sie in Glycerinextrakten (Unterhefen. 
phosphatase) nicht nachgewiesen werden kann. LEine Identiti 
der Heterophosphatese mit «-Glycero- oder Pyrophosphatase lift 
sich auf Grund ihrer Stabilititseigenschaften gleichfalls verneinen, 
Der Gang der Bestiindigkeits-p,-Kurven spricht fiir das Vor- 
handensein dreier unabhingiger Enzyme, jedoch mu& die Méglich- 
keit zugelassen werden, da — beispielsweise bei der Pyrophos- 
phatase — in ihrem Bestindigkeitsoptimum zugleich minimale 
Bestindigkeit eines Heterophosphatesekomplementes vorliegt. Die 
Bestiindigkeitskurve der Heterophosphatese wire dann als I[nter- 
ferenzergebnis der Bestaindigkeitskurven ihrer Bestandteile zu deuten. 

Merkwiirdig ist die p,-Kurve der Heterophosphatese. Mit 
Fructose als P-Acceptor wurde eine ausgesprochene Aktivitiits- 
liicke beobachtet. 

Wie schon Euler und Adler (a. a. O.) gefunden haben, ist 
die Wirksamkeit der Heterophosphatese von Mg-Ionen beeinflubt. 
Dieses im Thunbergversuch gewonnene Ergebnis lieB sich im 
direkten Umesterungsversuch bestiitigen und erweitern, und zwar 
an einem ebenfalls aus Unterhefe stammenden, der Darstellungs- 
weise nach jedoch abweichenden Fermentmaterial. Analog den 
Befunden bei e-Glycerophosphatase und Pyrophosphatase 5) wurde 
zwischen m/100 und m/1000 ein ausgesprochenes Konzeu- 
trationsoptimum beobachtet. Ohne Mg-Zusatz fand keine Un- 
esterung statt. 

Die Spezifitit der Heterophosphatese wurde vergleichsweise 
an Glucose, Mannose, Galaktose und Ribose untersucht. Unter 
Bedingungen rascher Veresterung von Zymohexosen wurde Galak- 
tose und Ribose nicht angegriffen (vgl. Meyerhof und Kiessling). 


Versuche. 


Enzymliésungen. Als solche dienten doppelt dialysierte Glycerin 
extrakte aus Trockenunterhefe, wie sie in friiheren Arbeiten Anwendung 


fanden. 
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Substrate. Adenosintriphosphorsiiure wurde als Natriumsalz ver- 
wendet, Darstellung nach Barrenscheen und Filz*). Als P-Acceptoren 
dienten Handelspriiparate von Kahlbaum (Glucose, Fructose), Pfannstieh] 
(d-Galaktose), Schuchardt (d-Mannose) und Hoffmann-La Roche (d-Ri- 
pose). Den hier verwendeten Robisonester verdanke ich der liebenswiirdigen 
Vermittlung Herrn Dr. F. Zieglers, I.G. Farben, Werk Elberfeld. 

Reaktionsansatz. Im Kubikzentimeter waren enthalten: 

0,182 cem Veronalacetat-Stammlésung nach Michaelis, 

0,145 cem m/10 Zuckerlésung, 

0,200 cem m/100 Magnesiumsulfatlésung, 

Adenosintriphosphorsiure, deren Menge aus den Analysen- 
zahlen hervorgeht, 

0,00364 ccm Glycerinextrakt. 

Pu 7,9, 30°. 

Abweichungen von diesen Angaben werden besonders vermerkt. 
Methodisch wurde so verfahren, daB vom Normalansatz zur Zeit 0 und den 
jeweils angegebenen Versuchszeiten 1 ccm in ein Jenaer Schmelzréhrchen 
yon etwa 5 cem Inhalt, das mit 1 cem 2n-HCl beschickt war, einpipettiert 
wurde. Infolge der groBen Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion erschien 
es zweckmiBig, das Vermischen der Reaktionslésung und die Entnahme 
der 0-Probe unter Eiskiihlung durchzufithren. Man kann natiirlich auch 
getrennt pipettieren. Die geringe Enzymkonzentration erméglichte, von einer 
besonderen EnteiweiBung abzusehen. Die Réhrchen wurden nach Beendi- 
gung des Versuches sogleich verschmolzen und der Hydrolyse unterworfen. 
Von dem Réhrcheninhalt gelangte ein aliquoter Teil zur colorimetrischen 
Bestimmung. Meist entsprach jeder Hydrolysenprobe eine Blindprobe 
(direkt bestimmbarer P), mit welcher das Hydrolysenergebnis korrigiert 
wurde. Durch besondere Versuche war festgestellt, daB diese Art der 
Versuchsfihrung weder den Gang der Hydrolyse, noch die colorimetrische 
P-Bestimmung merklich beeinfluBte. Der durch Verbrennung des Reaktions- 
gemisches ermittelte Total-P-Gehalt stimmte innerhalb der Versuchsfehler 


| mit dem durch alleinige Verbrennung der Adenosintriphosphorsiure er- 
| mittelten Wert iiberein. Dagegen wurde der 0-Betrag fiir den leicht hydro- 


lysierbaren P, auf Grund nicht véllig ausgeschalteter Enzymwirkung, meist 
ein wenig zu niedrig gefunden. Infolge der Geringfiigigkeit der Abweichung 
vom Sollwert wurde die Methodik der Probenentnahme aber beibehalten. 
Die Gesamtfehlerbreite der Versuche kann auf durchschnittlich 5°/, geschiitzt 


werden. ; 


Abhangigkeit der Umesterungsgeschwindigkeit 
von der Mg-Konzentration. 


Tabelle la. 


Normalansatz mit Glucose und 58 y 7 Minuten-P bzw. 93 y Gesamt-P. 
Versuchszeit 30 Minuten. 














Mg-Konzentration | 0 | /10000] m/2000| m/1000 | m/100 | m/10 
7 Min -P Y 1 7 20 31 28 19 
iMin.-P umgeestert oR | 9 | 19 | 30 53 48 33 
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Den Reaktionsverlauf, verfolgt an der Anderung der 7 Minuten. 
P-Fraktion, veranschaulicht Tab. 1b. Aus ihr scheint hervor- 
zugehen, daB die Umesterungsgeschwindigkeit fiir das erste 
P-Molekiil sehr viel gréfSer ist, als fiir das zweite. Das Absinken 
der Reaktionsgeschwindigkeit kénnte allerdings auch als Resultat 
spontaner Enzymzerstérung gedeutet werden, zumal, wie aus 
Tab. 7 und 8 hervorgeht, gerade im p,-Bereich der Enzyn. 
bestimmungen, minimale Stabilitat herrscht. Jedoch ist hierbe 
einzuriumen, daB die Enzymbestiindigkeit in Gegenwart des Sub- 
strates durchaus nicht mit dem Verhalten in Substratabwesenheit 
iibereinstimmen mu8 und auch die Temperaturdifferenz in Be. 
tracht zu ziehen ist. Uberdies ist eine sprunghafte Anderung der 
Enzymstabilitiét und ihre Abhingigkeit von der Mg-Konzentration 
in der vorliegenden Variationsbreite kaum anzunehmen. Der Kin- 
fluB von Schwermetallen auf das Enzym [vgl. ‘)] wurde nicht ge- 
priift. Solange diese Verhiltnisse nicht durch ausgedehntere Versuche 
geklirt sind, behailt die Deutung mehr hypothetischen Charakter. 
Aus Tab. 1b ist weiter zu ersehen, wie sich die Gegenwart von Mg 
auswirkt. BeeinfluBt ist nicht so sehr der Umesterungsgrad, 
sondern die Anfangsgeschwindigkeit der Umesterung. 


Tabelle 1b. 


Normalansatz mit vorstehend angegebener ATP-Menge. 




















Mg-Konzentration 0 | m/2000 m/1000 
7 Minuten-P umgeestert 
Zeit in Minuten |}—— es a = 41 eee coe 
1 we | ¢* |. ® yP | 
30 > | a 2 | 385 | 81 | 58 
60 0 | 0 | 84 | 59 | 40 | 69 
120 0 | 0 48 | 74 | 46 79 





EinfluB der Glucosekonzentration auf die Umesterung. 


Tabelle 2. 


Normalansatz wie vorher, Versuchszeit 30 Minuten. 








m/275 m /34 





Glucosekonzentration | m/550 








m/138 | m/69 
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Die Abhingigkeit der Umesterungsgeschwindigkeit von der 


' Glucosekonzentration ist offensichtlich klein. Dabei ist allerdings 
in Betracht zu ziehen, daf der steile Ast der Umesterungskurve 
| bereits tiberschritten ist. Fiir die niedrigste Glucosekonzentration 
jst weiter zu bedenken, daB eine Verringerung der Umesterungs- 
geschwindigkeit nicht ohne weiteres abzuleiten ist, da Divereste- 
| rung eingetreten sein kann, worauf weiter unten noch zuriickge- 
- kommen wird. 


p,,-Abhangigkeit der Heterophosphatesewirkung. 
Tabelle 3a. 


Normalansatz mit Fructose und 57 y 7 Minuten-P. 


























a 8,9 7,9 7,0 6,1 5,3 4,3 
Versuchszeit Min. 
15 22 25 5 4 9 2 
30 28 82 11 8 16 2 


Zahlen bedeuten y P umgeestert wiihrend der Versuchszeit in 1 ccm 
des Reaktionsgemisches. (7 Minuten-P). 


Die Aktivititsliicke ist deutlich zu erkennen. Kine befriedigende 
Erklirung fiir ihr Zustandekommen kann noch nicht gegeben werden. 
Naheliegend ist die Annahme isodynamer Heterophosphatesen, also 
ein Fall, wie er in der vielzitierten Arbeit Bamanns beschrieben 
ist’), Die hier zugrundeliegenden Versuche erlauben nicht, dariiber 
zu entscheiden. ‘T'rotz der Parallelitit der weiter unten wieder- 
cegebenen Thermostabilititskurven kénnte Verschiedenheit vorliegen. 
Kin weiterer Erklarungsversuch beruht auf der Méglichkeit, daB dem 
Aktivitiitstal der Umesterung ein Aktivititsberg der Weiterverarbei- 
tung des Umesterungsproduktes entspricht. Beispielsweise wire es 
denkbar, daB bei der Umesterung Fructosediphosphat entsteht, aus 
dem durch Zymohexasewirkung leicht hydrolysierbares Triosephos- 
phat gebildet wird. Dabei ist vorausgesetzt, dab der Hefenzymohexase 
oder allgemeiner, dem weiterverarbeitenden Ferment, ein ent- 
sprechend gelagertes, scharfes Aktivitiitsoptimum zukommt, bzw. in 
der Aktivititsliicke eine erhéhte, zu Hexosediphosphat fihrende 
Umesterungsintensitat vorliegt. Aus den weiter unten angefihrten 
Versuchsergebnissen diirfte abzuleiten sein, da Diphosphorylierung 
und damit die Erklirung mit einer Zymohexasewirkung wenig Wahr- 
scheinlichkeit besitzt. Unter den Versuchsbedingungen laBt sich die 
Bildung eines leichter als Fruktosemonophosphat hydrolysierbaren 
Uiesterungsproduktes nicht beobachten. Mit geeigneten Enzym- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLII. 3 
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mengen ist auch in der Aktivititsliicke ein stetiges Anwachsey 
der Monophosphatfraktion zu beobachten, die augenscheinlich dem. 
selben, im p,-Optimum aber friiher erreichten Umesterungsniveay 
zusteuert. Wiirde die eigentliche Umesterungskurve homogen yer. 
laufen und ihre Anomalie durch die erwihnte Weiterverarbeitung des 
Umesterungsproduktes bedingt sein, wire die stetige Zunahme der 
Monophosphatfraktion schlechtweg unverstindlich. Eine Veriinde- 
rung der hypothetisch gebildeten Triosephosphorsiure kommt infolge 
Abwesenheit von Co-Enzym, wie auch aus den Analysen hervorgeht, 
nicht in Frage. Diese wiirde sogar, dem gegenwirtigen Stan( 
unserer Kenntnisse gemiB, eine entgegengesetzte Wirkung zeitigen, 
Kine dritte Deutungsméglichkeit wire, besondere Dissoziationsver. 
hiltnisse der Enzymsubstratverbindung anzunehmen. In dieser 
Richtung wurden aber keine Versuche angestellt und es eriibrizt 
sich daher, diese und weitere Méglichkeiten zu diskutieren. 


Tabelle 3b. 


Normalansatz mit Glucose und 63 7 7 Minuten-P. 
































ie ace 8,8 7,9 7,9") | 6,8 6,1 53 | 4,3 
Versuchszeit Min. 
20 27 29 31 7 7 5 2 
40 34 38 37 13 12 12 3 
Zahlenbedeutung wie vorher. *) Fructose. 


Umesterung im Bereich des p,,-Optimums und Minimums 
der Reaktion. 


Tabelle 4. 
Normalansatz mit Fructose und 0,0088 ecm Unterhefenphosphatase im 
Kubikzentimeter Reaktionsgemisch. Zahlenbedeutung wie vorher. Alles 
iibrige aus der Tabelle. 

















P-Fraktion yi aon Px 7,9 Pu 6 Ohne Enzym 
0 58 57 59 
oii 30 20 29 
7 Minuten-I 60 16 O4 
120 14 14 
. 0 62 63 64 
¢ _P 
30 Minuten-}I 120 24 26 
, 0 85 83 85 
180 Minuten-P 120 79 79 

















Gesamt-P in organ. Bindung 91 89 91 
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Die Analysenwerte stimmen gut zu der Annahme, daf sowohl 
in der Aktivititsliicke als auch im Aktivitiitsoptimum das gleiche 
Umesterungsprodukt entsteht, nimlich Fructosemonophosphat. 
‘Vgl. *) aber auch ’).] 


p,,-Bestandigkeitskurven fiir beide Optima. 
Tabelle 5. 


Die Inaktivierung wurde in aihnlicher Weise wie frither beschrieben °) 
vorgenommen. Die Inaktivierungsansiitze enthielten in einem Volumen von 
5 cem 0,5 cem Unterhefenphosphatase und Veronalpuffer entsprechend 
0,5 ecem Veronalacetatstammlésung. 10 Minuten, 40°. Die zu den Enzym- 
bestimmungen angewendete Enzymmenge betrug 0,0017 ccm Unterhefen- 
phosphatase; Fructose, 40 Minuten, Normalansatz. 





Inaktivierungs- py 7,9 7,0 6,0 5,0 4,1 





Bestimmungs-p,, | 7,9 | 5,3 | 7,9 | 5,3] 7,9 | 5,3 | 7,9 | 5,3 | 7,9 | 5,3 


9 
52 | 26 | 47 | 21 | 10 | 38 

















| | ag tt 
7Min.-P fy 8 | 0 8 | 2 | 30 | 15 | 27 | 12] 6 | 
umgeestert | °/, | 3 

Noch besser als aus der Tabelle ersieht man die Verhiltnisse aus 
der Fig. 1. 
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Fig. 1. py-Bestindigkeit der ,,Heterophosphatese‘‘. 


Verhalten von Glucose und Robisonester im Umesterungssystem. 


Tabelle 6. 


Normalansatz, aber 0,009 cem Unterhefenphosphatase im Kubikzenti- 
meter Reaktionsgemisch und nur 0,01 cem m/10-Glucose. Robisonester 
ctwa ebensoviel. Die Menge geht aus den Analysenzahlen genauer hervor. 
Versuchszeit 135 Minuten. 


3* 








36 Erwin Bauer, 





























Glucose*) Robisonester 
Versuchszeit Min. | 0 | 185 | 4 0 | ma) 
7 Min-P.. . 66 s9 | 31 68 | 68 | 0 
30 Min.-P. . . 73 44 | 29 77 | 87 | —10 
180 Min.-P. . . 77 | 64 13 | 8 
Gesamt-P (org.). 101 | — o 128 | — | — 


Zahlenbedeutung wieder y P /eem Reaktionsgemisch. 


Aus dem Vergleich mit *) ergibt sich eine deutliche Verschie- 
denheit des Ganges der P-Fraktionen. Sie kann so gedeutet werden, 
daB in dem vorliegenden System bei entsprechendem Acceptor- 
iiberschuB (Glucose) ausschlieBlich Monoester gebildet wird, wahrend 
bei geringeren Glucosekonzentrationen Diveresterung méglich 
ist. Ware im Glucoseversuch der Tab. 6 der umgeesterte P 
nur in Glucosemonophosphorsiure iibergegangen, so miiBte die 
180 Minutenfraktion um 90°/, des umgeesterten 7 Minuten-P ab- 
nehmen, was in dem Versuch*) auch der Fall ist. Hier betragt die Ab- 
nahme jedoch nur etwa 50°/,. Fiir Robisongleichgewichtsester miibte 
die Abnahme etwa 70°/, betragen. Nun wire in Betracht zu ziehen, 
ob als Umesterungsprodukt wenigstens teilweise Hardenscher Ester 
aufgetreten ist. Dieser wird aber in 180 Minuten zu etwa 90°/, 
aufgespalten und die Verminderung kinnte mithin (vorausgesetzt, 
daB nur Hardenester entstanden wire) bloB 3y bzw. 47 betragen, 
wenn die Aufspaltung in 7 Minuten beriicksichtigt wird. Wird an- 
genommen, da ein Gemisch von Glucosemonophosphat und Harden- 
ester entstanden ist, dann wiren die 7 Minuten- und 180 Minuten- 
werte zu verstehen. Auf Schwierigkeiten stéBt es jedoch zu er- 
kliren, warum die Abnahme des 30 Minuten-P etwa ebenso grof 
ist, wie die des 7 Minuten-P. Hardenester wird bekanntlich in 
30 Minuten zu etwa 55°/, aufgespalten. Demnach miiBte die Ab- 
nahme der 30 Minuten Fraktion jedenfalls kleiner sein, als die 
der 7 Minutenfraktion. Aus diesen Schwierigkeiten bietet sich ein 
Ausweg mit der Hypothese, daf der aufgetretene Ester mit Fructose- 
diphosphorsaure nicht identisch ist, sondern vielleicht einen bisher 


*) Als Ergebnis eines Umesterungsversuches mit 0,145 cem m/10- 
Glueoselésung wurden folgende Zahlen erhalten: zur Zeit 0 war der 
7 Minuten-P 54 y, der 180 Minuten-P 72 7. Nach 30 Minuten wurden 24 y 
7 Minuten-P und 43 y 180 Minuten-P gefunden, nach 60 Minuten 17,7 bzw. 
377 P. Insgesamt in organischer Bindung vorliegend 847. Hier kann 
nur Glucosephosphorsiure entstanden sein. Die 30’ Fraktion wurde hier 
nicht verfolgt. In anderen Versuchen inderte sie sich durchaus im Sinne 
dieser Auffassung. 
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nicht beschriebenen Ester, méglicherweise eine Glucosediphos- 
phorsiure darstellt. Ob dies zutrifft, miissen Isolierungsversuche 
entscheiden. 

Von Interesse ist auch der Robisonesterversuch. Die negative 
Abnahme des 30 Minuten-P liegt deutlich auBerhalb der Fehler- 
srenze. Die 7 Minuten- und 180 Minutenwerte sind praktisch un- 
verindert geblieben. Als Umesterungsprodukt kénnte einerseits 
Fructose-, andererseits Glucosediphosphorsiure in Betracht ge- 
zogen werden. In beiden Fiillen sollte eine Abnahme der 30 Minuten- 
fraktion zu beobachten sein, keinesfalls aber eine Zunahme. Man 
kénnte sich jedoch denken, da8 unter gewissen Umstiinden (unter 
den Versuchsbedingungen) ein Zerfall des primir gebildeten C,-Di- 
phosphats in leichter hydrolysierbares C,-Monophosphat eintritt, 
dessen Hydrolysierbarkeit etwa den halben Wert derjenigen der 
ersten zwei Adenosintriphosphatmolekiile besitzt. Dann brauchte 
in der 7 Minutenfraktion keine Verinderung zu bemerken sein, 
nach 80 Minuten wiirde aber ein zusiitzliches P-Molekiil erscheinen, 
das aus dem Ketoseanteil des Robisonesters stammen kénnte. Die 
180 Minutenfraktion braucht wiederum keine merkliche Verinderung 
aufzuweisen, da vom Fructoseanteil des Robisonesters 90°/, hydro- 
lysiert werden. [Beziiglich der Hydrolysierbarkeit von PO,-Kstern 
vgl. %).] 

p,,-Bestandigkeit von Heterophosphatese im Vergleich 
zu c-Glycerophosphatase. 


Tabelle 7. 


Inaktivierung wie weiter oben. Zur «-Glycerophosphatasebestimmung 
diente die am a. a. O. angegebene Priifanordnung mit a-Glycerophosphat 
von Rhoéne-Poulenc, entsprechend 988 y P pro Ansatz. Enzymmenge 
entsprechend 0,2 ccm Unterhefenphosphatase = '/; des Inaktivierungs- 
ansatzes. Alle iibrigen Bedingungen wie dort angegeben. Die Zahlen der 
Reihe fiir «-Glycerophosphatase bedeuten demnach y P, abgespalten nach 
60 Minuten in '/,; des Reaktionsansatzes. 

Zur Heterophosphatesepriifung diente der Normalansatz mit 58 
7 Minuten-P und Glucose. Enzymmenge entsprechend 0,0037 U.H.P./cem 
Reaktionsmischung. Versuchszeit 30 Minuten. Zahlenbedeutung wie friiher 
= y 7 Minuten-P umgeestert. Die Enzymbestimmungen wurden in den 
Stabilititsversuchen (Tab. 5, 7, 8) stets so angesetzt, dai die zusammen- 
gehérigen Versuchspaare unmittelbar aufeinanderfolgten. (Eiskiihlung des 
Enzyms, Verdiinnung mit eisgekiihltem Wasser.) 








Inaktivierungs-py, 





-Glycerophosphatase. . 27 31 
Heterophosphatese .. . 2 
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D,,-Bestandigkeit von Heterophosphatese im Vergleich 
zu Pyrophosphatase. 


Der Pyrophosphataseansatz enthielt 1000 ¥ Pyrophosphat-P und Enzyn 
entsprechend 0,01 ccm Unterhefenphosphatase. Im Heterophosphateseansat; 


Tabelle 8. 


befanden sich 53 y 7 Minuten-P. Alles iibrige sinngem&8 wie vorher. 





Inaktivierungs-p,, | 8,9 


a 


Pyrophosphatase . 


Heterophosphatese . 


7,9 
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Py-Bestandigkeit von Heterophosphatese im Vergleich 
zu a-Glycerophosphatase 


Fig. 2. 


zu Pyrophosphatase 


Fig. 3. 


Veresterung verschiedener Zucker. 


Tabelle 9. 


Normalansatz mit 56 y. Zahlenbedeutung wie friiher. 








Glucose . 
Mannose. 
Galaktose 
Ribose. . 


Mannose scheint ebenso leicht verestert zu 
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Glucose. Die geringe Differenz ist nicht gesichert. Ebenso liegen 
die Werte fir Galaktose zu nahe an der Fehlergrenze, als dal 
eine Veresterung mit Sicherheit abgeleitet werden kénnte. Ribose 
wird unter den Versuchsbedingungen nicht verestert, es sei denn. 
daB ein Ester gebildet wird, dessen Hydrolysierbarkeit sich von 
derjenigen der ATP nicht wesentlich unterscheidet. Diese Méglich- 
keit besitzt jedoch wenig Wahrscheinlichkeit. 
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Zusammenfassung. 


1. Wurde der Einflu8 von Mg auf Heterophosphatese unter- 
sucht und ein ausgesprochenes Konzentrationsoptimum festgestellt. 
2. Die Priifung der p,-Abhingigkeit der Umesterung ergab 


' ein ausgesprochenes Aktivitiitsminimum fiir Fructose. 


3. Die Frage der Identitit der Heterophosphatese mit einer 


der niiher beschriebenen Hefephosphatasen wurde gepriift und fol- 


cende Ergebnisse erhalten: a) Die Alberssche Oberhefenphospha- 


tase kann mit Heterophosphatese nicht identisch sein, noch an 


itr mitwirken, da sie in ,,Unterhefenphosphatase* nicht nach- 


‘ quweisen ist. Das nimliche ist hochgradig wahrscheinlich fiir 
_ g-Glycerophosphatase. b) Pyrophosphatase kann mit Heterophos- 
' phatese nicht identisch sein, ihre Mitwirkung ist jedoch zuzulassen. 


4. Wurden die Umesterungsprodukte charakterisiert. Unter 


' den Normalbedingungen (groBer ZuckeriiberschuB) bilden sich die 
' entsprechenden Monoester; aus Fructose entsteht Fructosemono- 
| phosphorsiure, aus Glucose, Glucosemonophosphorsiaure, jedoch 


| kein Gleichgewichtsester. 


5. Wurde die ‘Veresterungsfihigkeit verschiedener Zucker 


| gepriift. 
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Das Schicksal der Dehydroascorbinsiure im Organismus. 
Von 


M. Biilow. 


[Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie (Kaiser-Wilhelm-Institut) Miinchen,} 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Mai 1936.) 


Nachdem in vorhergehenden Arbeiten (F. Plaut und XM, 
Biilow) festgestellt worden war, da Ascorbinsiure (Vitamin ( 
im Organismus nicht oxydiert wird, sondern ihn als solche pas. 
siert, interessierte es uns, etwas iiber das Schicksal der oxy- 
dierten Saure zu erfahren. 

DaB8 auch oxydierte Ascorbinsiiure Skorbut zu verhiiten vermag, 
haben Tierversuche ergeben, wo sich der biologisch bestimmte 
Wert als identisch mit dem nach Schwefelwasserstoffbehandlung 
erhaltenen Wert erwies, der also der Gesamtsiiure (oxydierte und 
reduzierte Form) entspricht (E. L. Hirst und S.8. Zilva). Im 
Menschenversuch konnte Zilva (S.W. Johnson und 8. S., Zilva) 
zeigen, da mit der Nahrung aufgenommene oxydierte Ascorbin- 
siiure bei Personen, die an Vitamin C gesiittigt sind, zu einer 
erhéhten Ausscheidung von Ascorbinsiiure in reduzierter Form 
Veranlassung gibt. Die oxydierte Siure muB also im Organis- 
mus reduziert werden. Eine Arbeit von F. W. Fox und LF. 
Levy, die erst nach AbschluB unserer Versuche erschien, be- 
schiftigt sich mit dem gleichen Problem. Die Autoren stellen 
fest, daB bei Fiitterung von an Norit oxydiertem Orangensaft an 
Meerschweinchen, die Vitamin-C-frei ernihrt waren, der Aus- 
bruch von Skorbut verhindert werden kann, und daB es zu einer 
allerdings geringfiigigen Ablagerung von Ascorbinsiiure in Leber 
und Nebenniere kommt. Oxydierte Ascorbinsiure war in den 
Organen nicht zu finden. 

Wir haben Meerschweinchen 14 Tage lang mit C-armer 
Kost ernahrt (Hafer, Heu, Wasser). Die Ascorbinsiiurewerte in 
den Organen, vor allem in Nebenniere, Hoden, Milz, sinken dann 
sehr stark ab. Setzt man die Fiitterung noch weitere 14 'l'age 
fort, so héren die Tiere auf zu fressen, magern ab und gehen 
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gugrunde. Wenn man aber wihrend dieser Periode den Tieren 
zu der gleichen Kost Ascorbinsiure in reduzierter oder oxydierter 
Form injiziert, so bleibt das normale Gewicht erhalten, die Tiere 
verlieren ihre FreBlust nicht und befinden sich nach 14 Tagen 
im Gegensatz zu den Kontrollen in einem durchaus normalen 
Zustand. Wir haben im ersten Versuch 9 mg Ascorbinsiure/Tag 
7mal in 14 Tagen intracardial gegeben, im zweiten Versuch 
25 mg/Tag Smal in 11 Tagen. Die oxydierte Siure wurde mit 
Brom hergestellt, beide mit Natronlauge genau neutralisiert und 
in einer Lésung von 0,5 ccm gespritzt. Die intracardiale Injek- 
tion als solche wurde auch bei taglicher Wiederholung gut 
vertragen. Auch die im zweiten Versuch verabreichten gréBeren 
Mengen reduzierter Siiure verursachten keinerlei Erscheinungen. 
Mit der oxydierten Siure war das dagegen nicht immer der Fall. 
Die Tiere hatten manchmal Atembeschwerden, putzten sich eifrig, 
bisweilen traten sogar Kriimpfe auf, doch erholten sie sich im 
allgemeinen schnell und ohne nachhaltige Folgen. Am Tage nach 
der letzten Injektion wurden die Tiere getétet und die Organe 
auf Ascorbinséure untersucht. Schon im ersten Versuch zeigte 
sich ein deutlicher Anstieg der Ascorbinsiure in den Organen 
sowohl der mit reduzierter als auch der mit oxydierter Saure 
behandelten Tiere gegeniiber den Kontrollen, und zwar ist die 
Erhéhung ganz auf Rechnung der reduzierten Siure zu setzen. 
Schwefelwasserstoffbehandlung erhéht die gefundenen Werte nicht 
mehr. Der Ascorbinsiuregehalt ist in den Organen der Tiere, 
die die Séiure in reduzierter Form erhielten, gréBer als bei der 
anderen Gruppe. Das gleiche Ergebnis, nur noch in aus- 
ceprigterer Form, brachte der zweite Versuch, den wir in Tab. [ 
wiedergeben. Man sieht die starke Erhéhung der Ascorbinsiure 
durch die Injektion, die in den Gehirnteilen (wo der Anstieg am 
geringsten ist) fiir oxydierte und reduzierte Siure fast die gleiche 
ist, wihrend sie in Nebennieren, Hoden und Milz fiir die redu- 
zierte Saiure fast das Doppelte wie fiir die oxydierte Siure be- 
trigt. Auch in diesem Versuch laBt sich keine oxydierte Saiure 
in den Organen nachweisen. In der Tabelle sind bei den mit 
oxydierter Siiure gespritzten Tieren die Werte eingesetzt, die 
nach Schwefelwasserstoffbehandlung erhalten wurden. Die direkt 
titrierten Werte sind jeweils in der rechten Ecke beigefiigt. 

Es besteht also kein Zweifel, daB die eingefiihrte oxydierte 
Sdiure vom Organismus reduziert und als reduzierte Ascorbinsiure 
in den Organen abgelagert oder mit dem Urin ausgeschieden wird. 
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Tabelle I 
— ; x : ee 
& td = £ >) Pa © 
Erniihrung Nr. | Blut | = 5 ‘& |S 'e |Hoden| Milz] 5 5 
= | — © "ta — ra 
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25 mg Asc. reduziert, [ bea 
8 mal in 11 Tagen, 25 T'ge. }| 276] 0,7 | 10 [23 | 22 21 26 
Heu, Hafer, Wasser 


desgl. 278 | 0,9 9 [23 [21 23 35 | 154 
desgl. 291] 1,2 | 11 |25 [26 24 29 47112 
desgl. 2927 0,6 | 10 [25 [25 24 29 | 105 


25 mg Asc. oxydiert, 
Smal in 11 Tagen, 25 Tge. (| 287] 0,9 | 7, [225,)/225,] 9, | 14,4] 30,, 
Heu, Hafer, Wasser 


























desgl. 277] 1,7 | 1410] 23 o6f 2706 | 1110 | 26er] 55 
desgl. 289} 1,1 C7 115 45113,,] 10, | 17,] 24 
desgl. 293 | 0,7 | 11 19] 23 o4f 21 og | 1210 | 11,4] 50 
23 Tage Heu, Hater, |] 7 | _ m . 4 { 8 
Wasser, ohne Injektion | " i , 
desgl. mtipt 2 3 4 — 2 3 
14 Tage Heu, Hafer, ; » 
Wasser, ohne Injektion A ne Beat Sa ’ 4 . , 
desgl. Ti—t! 8 9 8 6 3 6 


Ob die Mehrablagerung nach Injektion der reduzierten Siure durch eine 
erhéhte Ausscheidung der oxydierten oder durch einen intensiveren Abbau 
zustande kommt, oder ob sie einfach vorgetiiuscht wird dadurch, daB bei der 
Oxydation mit Brom ein Teil zu weitgehend irreversibel oxydiert wird und 
also gar nicht die Gesamtsiiure zur Wirkung kommt, lassen wir dahin- 
gestellt. Eine Reihe von Versuchen, die wir ausgefiihrt haben, sprechen fiir 
eine gro8e Instabilitit der auf chemischem Wege oxydierten Siure. Wiib- 
rend es bei Einhaltung von schwach saurer Reaktion gelang, 90 und 100°), 
mit Schwefelwasserstoff wiederzuerhalten, war bei neutraler Reaktion oft 
erheblich weniger vorhandem. Auch bei Blutuntersuchungen nach Zusatz 
von oxydierter Ascorbinsiiure in vitro oder nach Injektion in vivo entsprach 
die gefundene Menge nur einem Bruchteil der zu erwartenden. Da sich 
eine GesetzmiBigkeit in diesen Versuchen nicht eindeutig feststellen libt, 
méchten wir von einer weiteren Diskussion absehen, doch scheinen auch 
die Versuche von Hirst und Zilva, die bei ihrer Oxydation in saurer 
Lisung 90°/, der zugesetzten Ascorbinsiure reversibel fanden und doch nur 
eine geringfiigige Ablagerung in den Organen sahen, fiir eine geringe Affi- 
nitit des Organismus der oxydierten Siiure gegeniiber zu sprechen. 


Herrn Professor Plaut danke ich fiir die Anregung zu dieser 
Arbeit und fiir das ihr entgegengebrachte Interesse. 


Literatur. 
F. W. Fox u. L. F. Levy, Biochemie. J. 30, 211 (1936). 
E. L. Hirst u. S.S. Zilva, Biochemie. J. 27, 1271 (1988). 
S. W. Johnson u. 8.8. Zilva, Biochemic. J. 28, 1393 (1934). 
F. Plaut u. M. Biilow, Diese Z. 236, 241 (1935). 
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Uber das Bios-Problem. 


Darstellung von krystallisiertem Biotin aus Eigelb. 


90. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe’), 
Von 
Fritz Kégl und Benno Ténnis. 


Mit 3 Figuren im Text. 
(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1936.) 


In der vorliegenden Mitteilung beginnen wir mit der Ver- 


dffentlichung unserer Bios-Arbeiten, iiber die bisher nur in Vor- 
‘trigen?) auszugsweise berichtet worden ist. Es scheint uns 
' wiinschenswert, zunichst in groBen Ziigen die wenig iibersichtliche 
| Bios-Literatur zu besprechen, da in der letzten Zeit keine derartige 
Zusammenfassung erschienen ist und die in anderen Sprachen®) 
yerdffentlichten ebenfalls schon iilter und iiberdies weniger leicht 
‘mginglich sind. Unsere Ubersicht folgt im wesentlichen der 
_ ausfiihrlichen Darstellung in der Dissertation von W. van Hasselt.*) 


I. Zur Geschichte der Bios-Forschung. 
Im Jahre 1860 erschien die bedeutsame Untersuchung von 


Pasteur ) ,Mémoire sur la Fermentation Alcoolique“. Er kam 
'darin zu dem Ergebnis, da fiir das Wachstum der Hefe nur ihre 
| Asche, Ammonsalz und ein vergirbarer Zucker nétig sei; er be- 


obachtete aber auch, daB die Garkraft®) der Hefe durch Zusatz 


-yon Trauben-, Zuckerritben- oder Hefesaft betrichtlich erhéht 
wird. Im Jahre 1869 erhob Liebig*) Einspruch gegen die 


1) 19. Mitt. Diese Z. 241, 17 (1936). 

*) Diese Z. 220, 162 (1938); Z. Krebsforschg. 40, 203 (1934); Ber. chem. 
Ges. 68, A, 16 (1935); Naturw. 23, 839 (1935). 

*) F. W. Tanner, Chemical Reviews J, 397 (1925); W. Lash Miller, 


| J. Chem. Edue. 7, 257 (1930). 


‘) Proefschrift Utrecht 1935; vgl. auch die Literaturiibersicht von 
A. Winterstein in G. Klein: Handbuch d. Pflanzenanalyse, J. Springer, 


| Wien 19383. 


°) Ann. Chim. Phys. 3. Serie 58, 823 (1860); vgl. besonders auch S. 384. 
*) Ann. Chim. Phys. 4. Serie 23, 5 (1871) und zwar S. 42. 
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Pasteursche Giarungstheorie; insbesondere wies er darauf hin 
daB Hefe bei genauer Kinhaltung der Pasteurschen Versuch. 
bedingungen weder Girung noch Wachstum zeige. Dieser Wide. 


spruch war bei der scheinbaren Einfachheit der Versuch. 


bedingungen so tiberraschend und die Angelegenheit andererseii;[R ; 
so wichtig, daB Pasteur’) sich bereit erklirte, das Experiment 


in Gegenwart von Liebig zu wiederholen: ,Je préparerai, dan; 
un milieu minérale, autant de levire de biére que M. Liebie 


pourra raisonnablement en demander, 4 la condition toutefijs i 


qu'il veuille bien faire la dépense des expériences“. Liebig 
verblieb nicht die Zeit, diese Fehde auszutragen, er starb in 


Jahre 1873. Es war daher nicht verwunderlich, daB die Autoritit : 
Pasteurs in dieser Angelegenheit den Durchschlag gab, trotzden 


das Problem keineswegs geklirt war. 


Im Widerspruch mit der drei Jahrzehnte lang unbestrittena fh 


Schulmeinung kam im Jahre 1901 E. Wildiers®’) unter da 
Auspizien seines Lehrers Ide zu dem Ergebnis, daB es nach 
Pasteurs Bedingungen in der Tat nicht gelinge, Hefe°) u 
ziichten, wenn die zur Impfung verwendete Hefemenge geniigend 
klein ist; zur Entwicklung der Hefezellen sei vielmehr ein le. 
sonderer kochbestandiger Stoff organischer Natur notig. Wildiers 
nannte diesen ritselhaften, fiir das Leben der Hefe von auben 
zuzufiihrenden Stoff ,Bios“ und gab der Hoffnung Ausdruck, dai 


dieser Name bald durch einen chemischen ersetzt werden kénue 
Die Erklairung der Pasteurschen Ergebnisse ist nach Wildiers& 


darin zu suchen, daB dieser Forscher mit verhiltnismiBig groben 
Kulturmengen impfte, so daf er aufBer den lebenden Hefezellen 
noch das in den Kulturen enthaltene Bios miteinfiihrte. 

Wie sehr Wildiers’ Entdeckung seiner Zeit voraus wit, 
ergibt sich aus der teilweise sehr unsachlichen Kritik, die sie 


gefunden hat. So nahmen A. Fernbach?) und W. Windisch" | 
ohne weiteres an, daB Wildiers’ Nahrlésungen Spuren von Metall- & 


salzen oder anderen giftigen Stoffen enthalten hiatten, die dam 


durch das EiweiB des Hefeextrakts gebunden worden wire. & 


H. H. Pringsheim™) sagt wortlich, Wildiers habe ,,die Wissex- 


”) Ann. Chim. Phys. 4. Serie 25, 145 (1872). 

*) Cellule 18, 313 (1901). 

*) Die Versuche wurden hauptsichlich mit Saccharomyces cerevisiae | 
(Hansen) ausgefiihrt. 

1”) Wschr. f. Brauerei 19, 2 (1902). 

11) Ebenda 19, 27, 527 (1902). 1) Zbl. Bakter. 16, 111 (1906). 
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schatt um den Begriff eines neuen Bios, auf deutsch eines 


Lebenselixiers, bereichert und dadurch girungsphysiologische 
Kreise in eine schwer zu begreifende Aufregung versetzt“. Prings- 


‘heim wollte Wildiers’ Befunde damit dite, daB sich die Hefe 
in synthetischem Milieu erst akklimatisieren miBte, wobei er aber 


F zugab, daB z. B. Handelszucker im Gegensatz zu reiner Saccharose 
‘wenige ,Spuren organischer Verunreinigungen“ enthalte, die Hefe- 
 vermehrung und Girung wesentlich férdern. Diese und andere 


/ Untersuchungen charakterisiert W. Lash Miller’) trefflich mit 
‘den Worten: ,,all who say no doubt some chemical in wort makes 
‘all the difference, but it need not be Bios have qualified to join 
‘the Last Ditch Bacon-Club, which holds that Shakespeare’s, 
‘plays were written not by Shakespeare, but by some other 
‘bearing the same name“. 


Das Bios-Problem fand in dieser ganzen Zeit nur durch die 
| Arbeiten der Lowener Schule eine weitere Férderung. Mit Recht 


‘widersetzten sich Ide und seine Mitarbeiter den theoretischen 
' Ausfiihrungen ihrer Kritiker, 
'Grundlage entbehrten. 
‘zeugende Versuche die Kinwinde von Fernbach und Windisch 
-unschwer widerlegen. Er zeigte tiberdies, daB Bios beim Wachstum 
‘der Hefe verbraucht wird. 2 Jahre spiiter erschien aus demselben 
Laboratorium eine ausgezeichnete Untersuchung von R. Devloo?), 
'In dieser Arbeit wird das Vorkommen von Bios in natiirlichen 
| Ausgangsmaterialien eingehend studiert, wobei es auffiel, da8 der 
'wirksame Stoff in allen cholinhaltigen Ausgangsmaterialien an- 
‘ zutreffen war. 
' definierte Basen, als unwirksam; dagegen wurden Lecithinpriiparate 
F aktiv 
/zum gewtinschten Erfolg, trotzdem sie fiir die damalige Zeit sehr 
zielbewuBt angelegt waren. 
_ widerung von M. Ide?) auf die Veréffentlichung von Pringsheim. 


die zumeist jeder experimentellen 
So konnte A. Amand?!) durch iiber- 


Cholin selbst erwies sich, ebenso wie andere 
gefunden. Die Versuche zur Reindarstellung fiihrten nicht 


Kin Jahr spiter erschien eine Er- 


| Obschon er im allgemeinen den Hefen eine : Angewohianng oder 
| Anpassung nicht absprechen will, weist dieser Autor darauf hin, 


| da& seine Hefe bei langerer Ziichtung auf bios-armen Nahrbéden 
' auch nach vielen Generationen sich nicht akklimatisiert habe, 
' Sondern sogar pathologisch abgeschwiicht sei. 


%) J. Chem. Educ. 7, 257 
) Cellule 20, 225 (1902): 
*) Cellule 23, 363 (1906). 


7 (1930). 
21, 329 (1904). 
16) Zbl. Bakter. 18, 193 (1907). 
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Nicht unerwihnt soll der Befund von A. Kossowicz" 
bleiben, nach welchem Hefe in synthetischen Nahrlésungen be; 
Gegenwart von Bakterien oder Pilzen normale Entwicklung zeigte: 
er kam wie Wildiers zu dem Ergebnis, dab bestimmte organische 
Stoffe in Spuren groBen Einflu8 auf die Vermehrungsgeschwindic. 
keit der Hefe haben. 


Die erste Periode der Vitaminforschung zeigt in ihrem 
Verlauf manche Ahnlichkeit mit jener des Bios-Problems. [jie 
Arbeitsmethodik war nicht geniigend entwickelt, um auf de 
grundlegenden Entdeckung Eykmans!%) sofort in richtiger Weise 
weiterzubauen; und auch hier war das Ergebnis in den ersten 
beiden Jahrzehnten sehr bescheiden, obwohl ein groBes medizinisches 
Interesse vorlag. 


In dem Mae wie der Vitaminbegriff sich einfiihrte, schier 
es allgemein glaubhafter, daf auch die Hefe einen besonderen 
Stoff fiir ihr Wachstum benétige. Man ging eine Weile sogar s0 
weit, Bios mit dem Eykmanschen Vitamin zu identifizieren" 
und erst einige Jahre spiter konnte der Nachweis geliefert werden, 
daB diese beiden Prinzipien nicht wirkungsgleich?°) sind. Im 
Jahre 1921 konnten H. von Euler?!) und Mitarbeiter, sowie 
T. Tholin”), zeigen, daB Bios auch mit dem Co-Enzym von 
Harden und Young nicht identisch ist. Neben diesen eindeutigen 
Feststellungen, die trotz ihres negativen Charakters das Bios-Problem 
forderten, finden sich in denselben Jahren doch auch wieder ver- 
wirrende Arbeiten, in denen die Existenz von Bios noch immer 


17) Z, Landw. Versuchsw. Osterr. 6, 27 (1903); 9, 688 (1906). 

18) Geneesk. Tijdschr. Ned. Indie 36, 214 (1896). 

1%) R. J. Williams, J. of biol. Chem. 38, 465 (1919); 42, 261 (1920); 
vgl. auch F. Bachmann, J. of biol. Chem. 39, 235 (1919); W. H. Eddy u. 
H.C. Stevenson, Proc. soc. exp. Biol. a. Med. 17, 52 (1919); 17, 122, 218 (1920); 
F. Swoboda, J. of biol. Chem. 44, 531 (1920); C. Funk u. H. E. Dubin, 
J. of biol. Chem. 44, 487 (1920); Proc. Soc. exp. Biol. a. Med. 17, 175 (1920); 
C. Funk u. J. B. Paton, J. Metabol. Res. 1, 737 (1922). 

*») A.D. Emmet u. M. Stockholm, J. of biol. Chem, 43, 287 (1920); 
G. de P. Souza u. E. V. Me Collum, J. of biol. Chem, 44, 113 (1920); 
W.D. Fleming, J. of biol. Chem. 49, 119 (1921); E. J. Fulmer, V.E. Nelson 
u. F. F. Sherwood, J. Amer. Chem. Soc. 48, 186, 191 (1921); C. Funk u 
H.E. Dubin, J. of biol. Chem. 48, 437 (1921); J.J. Willaman u. A.S, Olsen, 
J. of biol. Chem. 545, 815 (1923); H. D. Kruse u. E. V. Me Collum, Phy- 
siologic. Rev. 9, 126 (1929). 

21) Diese Z. 115, 155 (1921); 114, 4 (1921); 140, 146 (1924); T. Tholin, 
Diese Z. 115, 235 (1921). 
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| abgestritten?*) wurde. Macdonald und Mc Collum?) hatten 
| zB. gefunden, daB Hefe allein mit Rohrzucker und anorganischen 
Salzen wachsen kénne. Demgegeniiber wiesen C. Funk und 
| KE. Freedman”) darauf hin, da8 gewoéhnlicher Rohrzucker einen 
| Wachstumsaktivator organischer Natur enthalte, der durch drei- 

maliges Umkrystallisieren des Zuckers aus Alkohol zu entfernen 


sei. Man sah aus diesem Befund zum ersten Male, wie leicht 


Versuche mit ,synthetischen“*) Naihrbéden irrefiihren konnten, 


wenn nicht geniigend auf die Reinheit der Substanzen geachtet 
wurde. 

Es ist nachtriglich schwer zu begreifen, warum man erst so 
spit einen anderen Fehler erkannte, der fiir viele Verwirrungen 
in der Bios-Forschung verantwortlich ist. Nachdem im Jahre 1924 
W. Lash Miller**) und G. H. W. Lucas darauf aufmerksam 
wurden, daB sich beim Wachstum einzelner Heferassen in 
quantitativer Hinsicht betrichtliche Unterschiede zeigten, erschien 
5 Jahre spiter die wichtige Untersuchung von A. M. Copping”’), 


' aus welcher deutlich hervorgeht, wie sehr die verschiedenen 


Rassen von Saccharomyces cerevisiae in ihrem Verhalten von- 
einander abweichen und wie vorsichtig man demnach beim Ver- 
sleichen der Versuchsresultate verschiedener Laboratorien sein mub. 
Auch R. J. Williams?**) konnte das abweichende Verhalten der 
verschiedenen Heferassen bestiatigen. 

Unter den von Copping?’) untersuchten 20 Rassen befanden 
sich wilde Hefen wie auch hochgeziichtete Kulturhefen. Die 
wilden Hefen, welche gut atmen und schlecht giren, bringen selbst 
Bios hervor und sind nicht auf dessen Zufuhr von auBen an- 
gewiesen. Dagegen brauchen die gut giirenden, hochgeziichteten 
Kulturhefen in den verschiedenen synthetischen Nahrlésungen 
einen Zusatz von Bios fir ihr normales Wachstum. Ubrigens ist 
es gut denkbar, da& auch der Unterschied in den Versuchs- 
ergebnissen von Liebig und Pasteur u. a. durch die Verwendung 
verschiedener Heferassen verursacht wurde. 


2) P. Lindner, Z. Techn. Biol. 7, 79 (1919); 9, 100 (1921); H. Nau- 
mann, Z. Techn. Biol. 7, 1 (1919). 

28) J. of biol. Chem. 45, 307 (1921); 46, 525 (1921). 

4) J. of biol. Chem. 56, 851 (1923); vgl. auch M. Ide, J. of biol. Chem. 
46, 521 (1921). 

25) Vgl. auch E, J. Fulmer, V. E. Nelson u. A. White, J. of biol. 
Chem. 57, 397 (1923). 
26) Science 59, 197 (1924). #7) Biochemic. J. 25, 1050 (1921). 
28) J, Amer. Chem. Soc. 53, 783 (1931); 51, 2764 (1929); 49, 227 (1927). 
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In den gleichen Jahren erschienen Mitteilungen amerikani- 
scher*®) und japanischer**) Autoren, die krystallisiertes Bios 
isoliert zu haben glaubten. Diese Ergebnisse sind von anderen 
Autoren nicht bestatigt worden, immerhin finden sich in den ge- 
nannten Arbeiten die ersten Hinweise darauf, da8 Bios kein 
einheitlicher Stoff ist. Nachdem dann E. J. Fulmer?!) und Mit- 
arbeiter im. Jahre 1923 die multiple Natur von Bios erkannt 
hatten, wurde bald darauf durch Lash Millers Arbeitskreis in 
Toronto ein endgiiltiger Beweis hierfiir erbracht. G.H. W. Lucas **) 
hatte in diesem Laboratorium im Jahre 1924 gefunden, daB Bios 
durch Behandlung mit alkoholischer Barytlisung oder mit basischem 
Bleiacetat in zwei fiir sich allein wenig aktive Faktoren zerlegt 
werden kénne; der in den Niederschligen enthaltene Faktor wurde 
Bios I, jener des Filtrats Bios II genannt. Vier Jahre spiiter 
gelang es K. V. Eastcott®%) ebenda, das in vielen tierischen und 
pflanzlichen Materialien vorkommende Bios I aus Teestaub zu 
isolieren; es erwies sich als identisch mit Meso-inosit. 

R. J. Williams*) (1929) und B. T. Narayanan*) (1930) 
erzielten mit Meso-inosit keinen Effekt. Da diese Autoren jedoch 
nicht die Trennungsmethode von Lucas angewandt haben, ist 
anzunehmen, daB ihre wirksamen Extrakte an und fir _ sich 
geniigend Meso-inosit enthalten haben. In der Folgezeit hat 
R. J. Williams’ Arbeitskreis in Oregon wichtige Beitrige zur 
Erforschung des Bios-Problems erbracht. Durch Adsorption an 
Fullererde**) konnte man einen Bios-Faktor abtrennen, der zwar 
fiir sich allein kaum eine Wirkung zeigte, der aber in Verbindung 
mit dem Fullererdefiltrat bei zwei Heferassen auch in sehr grofen 
Verdiinnungen einen bemerkenswerten Wachstumseffekt hervor- 
rief. R. J. Williams**) und R.R. Roehm konnten dann weiterhin 


*%) W.H. Eddy, R. W. Kerr u. R. R. Williams, J. Amer. Chem. Soe. 
46, 2846 (1924); V. Lepeschkin, Amer. J. of Bot. 11, 164 (1924). 

8°) Y. Kinugasa, J. Pharm. Soc. Japan 48, 539 (1928); Chem. Abstr. 
22, 3915 (1928); B. Suzuki, Proc. imp. Acad. Tokyo 3, 521 (1928); 4, 158 
(1928); V. Suzukiu. B. Suzuki, J. Chem. Soc. Japan 44, 228 (1923); Chem. 
Abstr. 17, 2907 (1923). 

st) E. J. Fulmer, W. W. Duecker u. V.E. Nelson, J. Amer. Chem. 
Soc. 46, 723 (1924). 

82) J. physic. Chem, 28, 1180 (1924). 

33) J. physic. Chem. $2, 1094 (1928). 

$4) R. J. Williams, M. E. Warner u. R. R. Roehm, J. Amer. Chem. 
Soe. 51, 2764 (1929). 

5°) Biochemic. J. 24, 6 (1930). 8) J. of biol. Chem. $7, 581 (1930). 
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cani- [— zeigen, daB der an Fullererde adsorbierbare Faktor durch das von 
Bios — B.C. P. Jansen*’) und W. P. Donath isolierte antineuritische 
eren [— Vitamin ersetzt werden kann. 1 Teil des Krystallisats war bei 
1ge- [FP den betreffenden Hefen noch in 100 Millionen Teilen der Kultur- 
kein [| flissigkeit nachweisbar. Williams und K. M. Bradway**) be- 
Mit. IF tonen, daB sowohl die von Wildiers, als auch die von Lash Miller 
annt [— gebrauchten Heferassen offensichtlich fiir iar Wachstum andere Bios- 
is in | Faktoren bendtigen. Ende 1931 veréffentlichten R. J. Williams *) 
1s) [EE und J.H. Truesdail eine Arbeit tiber die Anwendung der Elektro- 
Bios && dialyse; es gelang hierbei, das fiir. Wildiers’ Hefe nétige Bios 
hem [| in zwei Fraktionen zu zerlegen, die sich gegenseitig erginzten. 
leet & Im Jahre 1932 haben wir in Utrecht die Bearbeitung des 
urde (— Bios-Problems in Angriff genommen, in der Absicht, den Studien 
titer [ iber Wuchsstoffe der Zellstreckung solche iiber Wuchsstoffe der 
und —— Zellteilung anzuschlieBen. Nachdem Meso-inosit als Bios I erkannt 
zu war, stand es allerdings keineswegs fest, ob man bei den Ver- 
' suchen zur Anreicherung von Bios II in der Tat zu einem Wuchs- 

930) | stoff gelangen wiirde, der seine Wirkung in_ ,,hormonartigen“ 
loch (— Dosen ausiibt; es konnte sich bei allen Faktoren um spezifische 
ist [— Bestandteile der Nahrliésungen handeln, deren calorischer Wert 
sich [— nicht zu vernachlissigen war. Wir hatten auch sehr mit der 
hat Méglichkeit gerechnet, da8 die Aktivitit der Priparate in irgend- 
zur @ civer Stufe des Anreicherungsverfahrens verschwinden und erst 
an ~ ach Wiedervereinigung einzelner Fraktionen zuriickkehren wiirde. 
war { Die vorliegende Arbeit hat jedoch zu einem neuen krystallisierten 
ung _ Wuchsstoff gefiihrt, der bei unserer Testhefe auch ohne Zusatz 
Ben (— You anderen Faktoren eine starke Wirkung auf die Zellvermehrung 
vor- [ ausiibt. Eine der Reinigungsstufen besteht in der Adsorption 
‘hin —& von Bios IIT an Tierkohle und der Elution mit Aceton—Ammoniak. 


| Das Tierkohlefiltrat (,,Bios III“) war fiir sich allein unwirksam, 

steigerte aber die Aktivitit von Bios II; ob und in welcher Weise 
_ »Bios III“ weiter in Faktoren aufgeteilt werden kann, bleibe vor- 
bstr. — laufig dahingestellt. 


158 


1em. 


Soe. 











Bios I Bios II | Bios II“ 








1em. 





in ammoniakalischer Lésung adsorbierbar Tierkohlefiltrat 
mit Bleiacetat fillbar an Tierkohle 


en. &§ 7) Proce. Acad. Sei. Amsterdam 29, 1390 (1926). 
| *8) J. Amer. Chem. Soe. 53, 783 (1931). 
130). **) J. Amer. Chem. Soe. 58, 4171 (1931). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLII. 
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Uber die Fraktionierung von Bios II mit Tierkohle haben 
zuerst W. Lash Miller**) und Mitarbeiter in einer im Jahre 1933 
erschienenen Arbeit berichtet, mit der unser Befund in erfreulicher 
Ubereinstimmung steht. Die genannten Autoren wahlten fir die 
einzelnen Faktoren die folgenden Bezeichnungen: 











Bios I | Bios IIb | ee 











Meso-inosit | an Tierkohle adsorbierbar | Tierkohlefiltrat 


Ks erscheint uns zweckmifig, in dieser Arbeit fiir Bios II 
bzw. Bios IIb an Stelle der provisorischen Bezeichnungen bereits 
den Namen Biotin zu verwenden, zu dessen Kinfiihrung wir uns 
nach der Isolierung des neuen Wuchsstoffkrystallisats berechtigt 
fiihlten. 

Auf weitere Arbeiten anderer Autoren, die im Laufe der 
letzten Zeit erschienen sind, werden wir am Schlusse und in den 
folgenden Mitteilungen an geeigneter Stelle Bezug nehmen. 


II. Die Testmethode. 


Wie die Literatur zeigt, sind fiir den quantitativen Nachweis 
von Bios von den verschiedenen Autoren sehr voneinander ab- 
weichende Methoden verwendet worden. Die Léwener Schule® * 5 
benutzte die Girung als Kriterium fiir die Bios-Wirkung und 
bestimmte den durch die Kohlensiurebildung verursachten Gewichts- 
verlust der Kulturen. Obschon Wachstum und Girung miteinander 
zusammenhingen werden, ist die Art dieser Beziehung vorliufig 
nicht aufgeklirt*'), Man hat dann auch spiter den Nachdruck 
auf die Wachstumsbeschleunigung der Hefe gelegt, wohl in 
Zusammenhang mit der vermeintlichen Identitit von Bios mit 
dem antineuritischen Vitamin. Zuniichst bestimmten R. J. Wil- 
liams?*), sowie F. K. Swoboda!*) die Hefezunahme durch Aus- 
zihlen der Zellen im hiangenden Tropfen. Die Zaihlmethode 
wurde spiter von G. de P. Souza und E. V. Mc Collum”), E. J. 
Fulmer, V.E. Nelson und F.F.Sherwood”), sowie C.G.Fraser*) 
verbessert durch Anwendung des Himatocytometers. C. Funk 





40) J. Amer. Chem. Soc. 55, 1502 (1933); vgl. hierzu auch Science 5%, 
199 (1924). 

*1) Vgl. hierzu die Arbeit von H. v. Euler u. A. Petterson [Diese Z. 
114, 4 (1921)], nach welcher Hefe auch nach Beendigung des Wachstums 
noch Girung verursachen kann. 

42) J. physic. Chem. 25, 1 (1921). 
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' und H. KE. Dubin”), W. H. Eddy**) und Mitarbeiter sowie G. W. 
' kncas*’) zentrifugierten die Kulturen in einer graduierten Réhre 
' und bestimmten die Volumenzunahme aus der Hohe der Hefe- 
' siule, eine Methode, die von der Schule Lash Millers beibehalten 
| wurde. Kine andere, wenn auch sehr zeitraubende Testmethode besteht 
'darin, die Gewichtszunahme der abfiltrierten und getrockneten 
| Hefe festzustellen. [R. J. Williams *)]. Im Jahre 1927 erschien eine 
| Mitteilung von G. L. Peskett*) iiber eine nephelometrische 
' Methode zur Bestimmung von Hefesuspensionen, bei welcher der 
' Triibungsgrad visuell mit Bariumsulfatsuspensionen verglichen wird. 


Zwei Jahre spiter berichtete RK. J. Williams*) iiber seine 


' Erfahrungen mit den verschiedenen Testmethoden; hiernach haben 
die an und fiir sich recht genauen Verfahren der Gewichts- 
' bestimmung und der Zellzihlung den Nachteil, sehr zeitraubend 
'm sein. Die Volumenmessung in Zentrifugenréhrchen war un- 


befriedigend, da nicht immer eine gleich dichte Packung erzielt 


wurde und bei der schnell ausfiihrbaren Triibungsmessung nach 
| Peskett*®) war man nicht frei von subjektiven Fehlern. Um 
' rasche und doch genaue Ergebnisse zu erzielen, arbeitete Williams 
eine nephelometrische Methode aus, bei welcher die Triibung auf 
_ elektrischem Wege mit Hilfe von Thermoelementen bestimmt wird. 


Auf Grund der in der Literatur niedergelegten Erfabrungen 


-entschlossen wir uns, als Testmethode fiir unsere Bios-Arbeiten 
| das nephelometrische Verfahren anzuwenden, und zwar gebrauchten 


wir das Extinktiometer von W. J. H. Moll*’). Wir kontrollierten 


'die gefundenen Werte von Zeit zu Zeit durch Auszihlen der 
'—=Zeillen mit Hilfe einer Zihlkammer nach Biirker. 


a) Die Testhefe. 
Nachdem wir verschiedene Heferassen auf ihre Bios-Empfind- 


lichkeit gepriift hatten, fanden wir, daB die Brennereioberhefe 


wRasse M“ des Instituts fiir Garungsgewerbe in Berlin fiir uns 


sehr geeignet war. Dies ist eine besonders bios-arme Hefe, die 


*) J. of Biol. Chem. 47, 429 (1921). . 

4) J. of Biol. Chem. 42, 259 (1920); J. Amer. Chem. Soc. 49, 227 (1927). 
*°) Biochemie. J. 21, 460 (1927). 

*) R. J. Williams, E.D. Me Alister u. R. R. Roehm, J. of Biol. 


Chem. 88, 815 (1929). 


47) Versl. Akad. Wetensch. Amsterdam 28, 1001 (1919—1920). Zbl. 


| Bakter. I, 115, 228 (1980). Unsere Apparatur wurde von der N. V. Instrument- 


fabriek vormals P. J. Kipp en Zonen, Delft, bezogen. 
4* 








| 
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auf Zusatz von Hefekochsaft jedoch stark reagiert. ,,Rasse M« 
wird in dem genannten Institut seit vielen Jahren fiir die Brenne. 
reien und PreBhefefabriken hergestellt und besteht aus einer 
konstant geziichteten Mischung der vier Stimme Lft. 2, Rasse XII. 
Lft. 73, Spe. 152. Nach Mitteilung des Instituts. sind die vier 
Komponenten so dhnlich, daB sie mikroskopisch nicht zu unter. 
scheiden sind; ihre Verschiedenheit ergibt sich aber deutlich bei 
der Ziichtung als Riesenkolonien auf Wiirze-Gelatine. Wir haben 
festgestellt, daB bei unserem Test die Komponente Lft. 73 fiir 
die Bios-Empfindlichkeit den Durchschlag gibt*). Wir haben jedoch 
davon abgesehen, den genannten Hefestamm als Reinkultur fiir 
unseren Test zu verwenden, da nach einer freundlichen Mitteilung 
von Herrn Prof. Dr. H. Fink, Berlin, die ,,Rasse M noch eher 
eine in ihren Higenschaften standardisierte Hefe darstellt, als eine 
unter schwer gleich zu haltenden Bedingungen hergestellte Labo- 
ratoriumskultur der Rasse Lft. 73“. 

Unter diesen Umstinden haben wir die ,,Rasse M“ fiir unseren 
Test beibehalten, zumal wir dann fiir die Ziichtung nicht selbst 
Zeit und Kosten aufzuwenden hatten. Wir erhielten das frische 
Material wéchentlich in abgepreBtem Zustande vom Berliner 
Girungsinstitut und bewahrten es jeweils in feinverteilter Form 
bei geniigender Atmungsméglichkeit im Kiihlschrank (+ 3°) auf. 
In der ersten Zeit beobachteten wir bei unserem Testbetrieb ge- 
legentlich UnregelmiBigkeiten, die damit zusammenhingen, daB wir 
nicht immer die gleiche Generation verwendet hatten; ,,Rasse M“ 
wird namlich in den ersten Stufen ausschlieBlich organisch, in 
der letzten Stufe vorwiegend anorganisch ernihrt. Offenbar ist 
nur die letztere Generation fiir unsern Zweck gut brauchbar, da 
die Hefe dann an Bios geniigend verarmt ist. Wir hatten anfinglich 
natiirlich auch die Sorge, dab das Nichtverwenden einer Reinkultur 
Stérungen hervorrufen kénnte; nachdem wir unsern Test nunmelr 
seit vier Jahren mit konstanten Ergebnissen ausfiihren, diirfte 
dieses Bedenken gegenstandslos geworden sein. 


b) Die Nahrlésung. 
Wie andere Autoren benutzten auch wir die von V. Reader“) 


angegebene Nihrlésung, welche nach den Erfahrungen von A. M. 
Copping?’) den ,,Bios-Effekt“ am deutlichsten hervortreten abt. 





*) Nach Versuchen von Herrn L. Pons. 
*8) Biochemic. J. 21, 904 (1927). 
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Wasser, 2 mal destilliert 1000 ecm 


Gimeeee 2... 2 0 10 g 
("| 8g 
MgSO,-7H,O..... 0,7 g 
8s a lg 
Sa 0,10 g 
ee 0,5 g 
a 0,4 ¢ 


Die fiir die Nihrlésung verwendeten Stoffe wurden in der 
Qualitét ,pro analysi* angewandt. Die Lésung wurde an zwei 
aufeinanderfolgenden Tagen je 45 Minuten lang auf 100° erhitzt 
und steril aufbewahrt. 


c) Das Nephelometer. 


Der ausgezeichnete Triibungsmesser nach Moll14") enthalt zwei 
symmetrisch zu einer etwa 25-kerzigen Niedervoltlampe angebrachte 
Thermosdulen vom Typ der Mollschen Oberflichensdulen. Zwischen 
Lichtquelle und Thermosiule befindet sich je eine Kiivette, die 
fiir die zu untersuchende Suspension, bzw. die Verdiinnungsfliissig- 
keit bestimmt sind. Fir die Nullpunktseinstellung werden beide 
Kiivetten mit destilliertem Wasser gefiillt und die Reiter mit 
den Thermosiulen auf der optischen Bank solange verschoben, 
bis das Galvanometer keinen Ausschlag mehr zeigt, beide Thermo- 
siulen also genau die gleiche Lichtintensitit erhalten. Zu Be- 
ginn der Messung wird eine Kiivette mit einer 0,1 °/, igen m-Chlor- 
kresol-Lisung gefiillt und mit Hilfe eines Kohlewiderstandes 
der Nullpunkt aufs neue eingestellt; darnach ersetzt man den 
Inhalt dieser Kiivette durch die mit Chlorkresol abgetétete Hefe- 
suspension. 


Die entsprechende Thermosiule empfingt nun weniger Licht, 
so daB die erzeugte elektrische Energie auf der einen Seite des 
Systems geringer ist, was sich durch einen Galvanometerausschlag 
bemerkbar macht. Um die beiden thermoelektrischen Stréme zu 
kompensieren, greift man aus dem im Galvanometerstromkreis 
elngeschalteten Widerstand (1—100 2) so viele Ohm ab, bis die 
Nullstellung wieder erreicht ist. Aus der GréBe des eingeschalteten 
Widerstandes ergibt sich der Prozentsatz der Tribung. Um ge- 
naue Ergebnisse zu erhalten, ist selbstverstindlich gréBte Sauber- 
keit erforderlich, die Kiivetten werden vor jeder Messung sorgfiltig 
mit Wasser und Aceton gespilt und mit einem Fensterleder 
gereinigt. 
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d) Die Ausfiihrung der Testreaktion”*). 


Die Hefezunahme wird als Funktion der Bios-Konzentration 
gemessen. Wihrend man in ‘Toronto ** 3% 4%) normalerweise mit 
einer 24 stiindigen und in Oregon “*) mit einer 18 stiindigen Wachs- 
tumsdauer arbeitet, konnten wir bei unserer Versuchsmethodik 
bereits nach 5 Stunden gute Mefergebnisse erzielen, eine Zeit- 
ersparnis, die bei einer sich iiber Jahre erstreckenden Untersuchung 
von nicht zu unterschitzender Bedeutung ist. Die Verschiedenheit der 
Versuchsbedingungen bringt es mit sich, daB unsere MeBergebnisse 
nicht ohne weiteres mit jenen anderer Laboratorien zu vergleichen sind, 

Zur Ausfihrung des Tests werden 8—10 mg Hefe®’) in 50 com 
steriler Nahrlésung durch Schiitteln fein verteilt; diese Suspension 
bleibt 45 Minuten stehen, damit die Hefe sich an das Milieu an- 
passen kann. Die auf ihren Bios-Gehalt zu priifenden Lésungen 
pipettiert man inzwischen in Erlenmeyerkélbchen von 25 ccm Inhalt: 
die einzelnen Mengen (z. B. 0,1, 0,8, 0,5, 1 ccm) verdiinnt man 
mit Wasser, so daB das Gesamtvolumen jeweils 1 ccm betriigt. 
In die Kontrollkélbchen wird je 1 com Wasser gebracht. Nach 
Ablauf der ,,Akklimatisationszeit“ wird jedes Kélbchen mit 1 ccm 
der Hefesuspension (= 3,25 Millionen Zellen) versetzt und rasch 
mit einem Korkstopfen®!) verschlossen. Nun werden die Gefife 
in einem Thermostaten (30° + 0,5°; 90 Schiittelbewegungen pro 
Minute) 5 Stunden lang geschiittelt. Hierauf tétet man die Kulturen 
durch Zugabe von je 20 ccm einer 0,1°/,igen m-Chlorkresollésung 
ab und ermittelt ihren Zellzuwachs durch Triibungsmessung. 

Zur Bestimmung des Triibungswertes der urspriinglich ein- 
gesetzten Hefemenge (,,Anfangswert“) sind einige Kulturen bereits 
vor Beginn der Wachstumsperiode in gleicher Weise mit Chlor- 
kresollésung abgetétet und nephelometrisch untersucht worden, 
Der Zuwachs in den einzelnen Kulturen ergibt sich dann unmittel- 
bar durch Vergleich der Anfangs- und Endtriibung. Die bei jeder 
Versuchsserie eingesetzten Kontrollen ohne Bios-Zusatz zeigen 
wihrend der 5 Stunden einen Zuwachs von 20—40°/,; bei den 





*) Wir danken Fr. Chr. D. Visser fiir die zuverlissige Hilfe bei der 


Ausfiihrung des Tests. 
_ 4%) W. Lash Miller, E. V. Eastcottu. J. E. Maconachie, J. Amer. 
Chem. Soc. 55, 1502 (1933). 
5°) Die einzuwdigende Hefemenge wird so gewiihlt, daB der ,,Anfangs- 
wert'* einem geeigneten Ausschlag auf der Galvanometerskala entspricht. 
Ursprtingtich betrug die Einwage 12 mg [vgi. Diese Z. 220, 170 (1933)]. 
51) Die Korkstopfen sind mit einer Kollodiumhaut tiberzogen. 
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mit Bios-Lésungen versetzten Kulturen erhilt man entsprechend 
héhere Werte, und zwar maximal einen Zuwachs von 500—600°/,. 
Bei der graphischen Darstellung (Fig. 1 u. 3) ergeben sich Wachs- 
tumskurven, aus denen die Wirkung der einzelnen Verdiinnungen 
zu ersehen ist. 

Als MaB fiir die Anreicherung wahlten wir die Saccharomyces- 
Einheit (SE); hierunter verstehen wir jene Menge des Gemisches 
der wirksamen Bios-Faktoren, die unter den beschriebenen Be- 
dingungen einen Zellzuwachs von 100°/, hervorruft. Wie Fig. 3 
zeigt, besteht nur im ersten Teil der Kurve eine lineare Ab- 
hingigkeit zwischen Hefezuwachs und zugesetzter Bios- Menge, 
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Fig. 1. 
wihrend bei mehr als 150°/, Zuwachs der errechnete Bios-Gehalt 
zu klein gefunden wird. Wegen der bei den Kontrollkulturen 
auftretenden Zellvermehrung von 20—40°/, wire es auch nicht 
ratsam gewesen, fiir die EKinheit einen Zuwachs von weniger als 
100°/, zu wahlen; nach unseren mehrjihrigen Erfahrungen stellt 
die Saccharomyces-Kinheit eine — wenigstens bei unseren Versuchs- 
bedingungen — gut reproduzierbare GréBe dar. 

Bei der Ausfihrung unseres Testes verdiinnen wir die zu 
untersuchenden Bios-Lésungen nach Méglichkeit so, daB 0,1 ccm 
etwa 100°/, Zuwachs entspricht. Ergibt der Testversuch dann 
z. B. einen Zuwachs von 120°/,, so haben wir 1,2 SE in 0,1 ccm, 
bzw. wenn 1g des Bios-Praiparates in einem Liter gelést war, 
12000 SE pro Gramm. 
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Wie bei anderen biologischen Methoden stellen auch diese 
Zahlen keine festen Werte dar, man beobachtet vielmehr im Laufe 
der Zeit Schwankungen, die den Vergleich der Ergebnisse der 
verschiedenen Versuchstage stiren. Wir bereiteten deshalb aus 
Hefekochsaft eine Standardlésung®*), die nach vielen Messungen 
eine mittlere Aktivitit von 12 SE pro Kubikzentimeter besitzt, 
Zeigt diese Standardlésung an einem bestimmten Versuchstag 
z. B, nur eine Aktivitét von 10 SE pro Kubikzentimeter, so werden 
alle gleichzeitig bestimmten Werte mit dem Faktor 1,2 multipliziert, 


e) Zur Spezifitat der Testreaktion. 


In Zusammenhang mit der Suche nach einem geeigneten 
Ausgangsmaterial war es wichtig, die Spezifitit unserer Test. 
reaktion genauer kennenzulernen. Wir haben deshalb eine 
Anzahl bekannter Stoffe auf ihre Wirksamkeit gepriift. Wir nennen 
hiervon: 


Auxin-a Glutathion Glucosamin 


Auxin-b 1-Tyrosin Cholin 
Heteroauxin 1-Histidin Adenin 
Follikelhormon d-Arginin Phytin 
Follikelhormon-hydrat d,1-Serin Saponin 
Aneurin °’) (Vitamin B,) Tryptophan 

Ascorbinsiiure (Vitamin C) 1-Oxyprolin 


Alle diese Stoffe waren bei unseren Testbedingungen villig 
unwirksam, ebenso ein von Herrn B. C.J. G. Knight, London, 
freundlicherweise iibersandtes Priparat des ,,Wachstumsvitamins 
fiir B. sporogenes“. 


III. Das Ausgangsmaterial. 


Wir begannen unsere Untersuchung mit Vorversuchen iiber 
die Eigenschaften der Bios Il-Fraktion des Hefekochsafts. Das 
wirksame Prinzip war thermostabil, auch 1 stiindiges Kochen mit 
5°/, iger Salzsiure bzw. 2°/, iger Natronlauge verinderte die Wirk- 
samkeit nicht. Die Asche unseres Hefekochsafte war unwirksam. 
In Ubereinstimmung mit den Befunden anderer Forscher wat 





°*) 1/, kg Hefe (Koningsgist) wurde mit der 4 fachen Menge Wasser 
2 Stunden gekocht und nach dem Abkiihlen durch Zentrifugieren vom Zell- 
material befreit. Wir filtrierten hierauf durch ein Ultra-Cella-Filter und 
verdiinnten das Filtrat auf 2 Liter; 0,1 cem dieser Lésung enthalten dann 
12 SE, sie wird deshalb fiir den Test auf das 10 fache verdiinnt. 

°%) Die Unwirksamkeit des Aneurins gilt nur fiir den 5 Stundentest, 
in einer spiteren Mitteilung wird gezeigt werden, daB es bei liingerer Wachs- 
tumsdauer als Co-Wuchsstoff fungieren kann. 
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' Bios unléslich in wasserfreien organischen Lésungsmitteln; durch 


| diese ; 
mae  Schwermetallsalze wurde es nicht gefallt, wohl aber durch Phos- 
: ' yhorwolframsiure in schwefelsaurer Lisung, wenn man in geniigend 
se der Pp 
b ang — hoher Konzentration und mit groBem UberschuB an Fallungs- 
angen | mittel arbeitete. Diese Abhingigkeit von den Versuchsbedingungen 
siaiaes ' jst offensichtlich der Grund fiir die Widerspriiche, die man in der 
iains | Literatur hinsichtlich der Fiallbarkeit findet. Wie schon in der 
andes | Kinleitung erwihnt, konnten wir weiterhin die von Lash Miller 
liziert | und Mitarbeitern angewandte Adsorption von Bios II an Tier- 
’ & kohle und die Elution des wirksamen Stoffes mit Aceton—Ammoniak 
/ auch in unserem Fall bestatigen. Durch Behandlung mit Essig- 
| siure-anhydrid beiGegenwart von etwas konzentrierterSchwefelsiure 
mete ; ‘ ' vay ; 
Test. Jp konnte der Wuchsstoff in ein chloroformlésliches unwirksames 
eine  Acetylprodukt **) verwandelt werden; durch Verseifung mit Siuren 
inne lieBen sich etwa 75°/, der Aktivitit zuriickgewinnen. Wir haben 


' dann auch gepriift, ob die Verwendung eines Plasmolysesafts Vor- 

| teile bietet; dies war jedoch wegen der schlechten Ausbeute nicht 

: | der Fall. 
Das wirksame -Prinzip aus Hefe konnte zwar langsam an- 
gereichert werden, es schien aber doch erforderlich zu priifen, ob 

andere Materialien fiir die Isolierung nicht bessere Aussichten 

boten. Bei den Auxinen haben wir mit Harn als Ausgangsmaterial 


villig — sehr giinstige Erfahrungen gemacht. Obschon Harn in der Tat 
ndon, — nicht unbetrichtliche Mengen Bios II enthalt, haben wir vorerst 
mins von seiner Verarbeitung abgesehen, da in den ersten Stufen auch 


Hemmungsstoffe mit konzentriert wurden, die die 'Testergebnisse 
uniibersichtlich machten. Reiskleie und Malz verhielten sich bei 
Anreicherungsversuchen nicht giinstiger als Hefekochsaft. 


iiber Wie in der Einleitung schon erwaéhnt wurde, hat R. Devloo?) 
Das bereits eingehend das Vorkommen von Bios in Lecithinpraparaten 
| mit studiert. Auch wir konnten bei Lecithin aus Eigelb durch Ex- 
V irk- traktion seiner Chloroformlésung mit Wasser ein sehr aktives 
sam. — Bios Il-Produkt erhalten. Durch Verseifung des Lecithins wurde 
war die Ausbeute nicht verbessert. Bei gekochten Hiihnereiern befand 

sich die Hauptmenge der aktiven Substanz in den Dottern. Die 
oa. _ Extraktion der Dotter mit Wasser ergab ein Rohprodukt, dessen 
und & -einheitsgrad unseren besten Priparaten aus Hefekochsaft gleich- 
dann — kam. Nicht nur der héhere Gehalt an Biotin, sondern vor allem 


auch der héhere Reinheitsgrad des Rohextrakts, geben den Ki- 
test, a 





*4) Vgl. J. Chem. Educ. 7, 257 (1930). 
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dottern den Vorrang vor allen bisher untersuchten Materialien, 
was durch folgende Tabelle verdeutlicht wird: 


1 kg Hefe ergibt 143 g Kochextrakt von 5000SE/g = 1720000 SE 
1kg Reiskleie , - 66,5¢ " ” 7000 SE/g = 467000 SE 
ikg Eidotter , 128¢ . » 300000 SE/g = 3700000 SE 


Es ist natiirlich keineswegs sicher, daB es sich in allen 
Fallen um den gleichen Wuchsstoff handelt. Soweit wir die An- 
reicherung bei den verschiedenen Ausgangsmaterialien bereits 
durchgefiihrt haben, hat sich kein prinzipieller Unterschied jn 
den chemischen Eigenschaften des aktiven Prinzips gezeigt, so 
da8 wir vorlaiufig keine Veranlassung haben, an der Identitit bzv, 
der Verwandtschaft der Wirkstoffe zu zweifeln. 

Wir wollen davon absehen, unsere Versuche mit Hefe als 
Ausgangsmaterial ausfiihrlich zu beschreiben; die dabei gewonnenen 
Erfahrungen waren ohne weiteres auf die Verarbeitung von Ki- 
dottern zu iibertragen, iiber die im nachsten Abschnitt niher 
berichtet wird. 


IV. Anreicherung des Biotins aus Frischeiern. 


1. Extraktion. 1000 frische Hihnereier wurden 1/, Stunde 
gekocht und hierauf die Kidotter abgetrennt und gemahlen. Das 
Material (20 kg) wurde in 4 Portionen zweimal mit je 20 Liter 
Wasser unter stindigem Rihren 1 Stunde gekocht. Das ungeliste 
Kigelb wurde hei abfiltriert und das milchigtriibe Filtrat nach 
dem Erkalten mit der Halfte seines Volumens an reinem Aceton 
versetzt. Nach einigen Stunden wurde der ausgeschiedene flockige 
Niederschlag auf groBen Faltenfiltern abfiltriert und das _ klare, 
leicht griinliche Filtrat (etwa 230 Liter) im Vakuum bei niedriger 
Temperatur zur Trockne gedampft. Der Riickstand (300 g) wurde 
in 1 Liter Wasser gelést und unter Riihren mit 4 Liter absolutem 
Alkohol versetzt. Die entstandene Fiillung wurde abgesaugt und 
die Lésung eingedampft. 


a) Fallung: 149 g, fast unwirksam. 
b) Fallung: 158 g, etwa 600000 SE/g, 100000000 SE. 


2. Bleisalzfaillung. Wie schon erwihnt, wird die aktive 
Substanz von Schwermetallsalzen nicht gefallt, wihrend unwirk- 
same Begleitstoffe auf diese Weise entfernt werden. Die nach 
1b) erhaltene gktive Fraktion wurde in etwa 3 Liter Wasser 
gelést und mit einem Uberschuf einer sehr konzentrierten Blei- 
acetatlisung versetzt. Nach dem Abzentrifugieren wurden Fallung 
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! und Filtrat mit Schwefelwasserstoff zerlegt und die bleifreien 
 Lésungen zur Trockne gedampft. 


a) Fillung (nach Zerlegung): 25 g, unwirksam. 
b) Filtrat (nach Zerlegung): 132 g, etwa 850000 SE/g = 105000000 SE. 


3. Erste Phosphorwolframsaurefaillung. Der Trocken- 


riickstand des Filtrats 2b) wurde in 150 ccm 5°/, iger Schwefel- 
' siure gelést und unter sehr kraftigem Schiitteln mit 200 ccm 
' einer 50°/, igen Phosphorwolframsiurelésung in 5°/, iger Schwefel- 
' siure gefallt. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit etwa 40 ccm 
| salzsiurehaltigem Wasser gewaschen und zur Zerlegung fein zer- 
-rieben. Danach wurde solange mit 2°/,iger Barytlauge versetzt, 
' bis die Lésung alkalische Reaktion zeigte und neu hinzugefiigte 
 Barytlauge keine Fallung mehr hervorrief. Nach dem Abfiltrieren 
' des Bariumphosphorwolframates wurden aus dem Filtrat die iiber- 
 schiissigen Bariumionen durch Titration mit verdiinnter Schwefel- 
| siure entfernt und die Lésung eingedampft. Auf die gleiche 
| Weise wurde das Filtrat des Phosphorwolframatniederschlags auf- 
gearbeitet. 


a) Fallung (nach Zerlegung): 38 g, etwa 2400000 SE/g = 91500000 SE. 
b) Filtrat (nach Zerlegung): 83,5 g, fast unwirksam. 


4. Kohleadsorption. Das aktive Produkt 3a) wurde in 


| 500 com Wasser gelést und mit 50 g Tierkohle (Carbo medicinalis 


Merck) 1 Stunde geschiittelt. Danach wurde abfiltriert und die 


'Kohle sorgfaltig mit Wasser gewaschen. Durch 2 stiindiges 
| Schiitteln der Kohle mit 50°/, igem Alkohol (1 Liter) wurden fast 
' nur inaktive Begleitstoffe entfernt. Nach dem Abtrennen des 
Waschalkohols wurde die Kohle dreimal mit je 1 Liter Aceton— 
_ Ammoniak (60°/, iges Aceton + 2,5°/, Ammoniak) 11/, Stunden 
' eluiert. Die vereinigten Kluate wurden im Vakuum zur Trockne 
 gedampft, ebenso der Waschalkohol. 


a) Waschalkohol: 5 g, etwa 900000 SE/g = 4500000 SE. 
b) Acetoneluat: 9,8 g, etwa 8500000 SE/g = 86000000 SE. 
c) Filtrat: 23 g, unwirksam. 


5. Zweite Phosphorwolframsaurefallung. Die wirk- 


same Fraktion 4b) wurde in 60 ccm 5°/, iger Schwefelsiure gelést 


und mit 30 ccm 50°/,iger Phosphorwolframsiurelésung gefiallt. 


_ Fallung und Filtrat wurden wie unter 3. beschrieben zerlegt. 


a) Fillung (nach Zerlegung): 3,4 g, etwa 18000000 SE/g=62000 000 SE. 
b) Filtrat (mach Zerlegung): 6 g,etwa 3200000 SE/g= 19200000 SE. 
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6. Alkoholextraktion. Nach der zweiten Phosphorwolfram. 


siurefaillung beobachteten wir zum ersten Male, daB sich Biotiy 
nunmehr auch in wasserfreiem Alkohol léste. Wir extrahiertey 
daher den Riickstand 5a) mit warmem Alkohol und filtriertey 
von den farblosen Begleitstoffen ab; das Filtrat wurde eingedampft, 


a) Alkohol-unléslich: 0,8 g, unwirksam. 
b) Alkohol-léslich: 2,6 g, etwa 24100000 SE;g = 62000000 SE. 


7. Sublimatfallung. Wie bei der Aufarbeitung von Hefe. 
kochsaft, wird der aktive Stoff auch bei Eigelb durch Sublimat 
gefallt; man erzielt hier auf diese Weise jedoch keine besondere 
Anreicherung, da sich Biotin zwischen Niederschlag und Filtrat 
verteilt. Es war daher vorteilhafter, die Fallung so auszufiihren, 
daB im wesentlichen nur inaktive Begleitstoffe entfernt wurden. 
Wir lésten die Fraktion 6b) in 75 ccm absolutem Alkohol und 
versetzten mit 5 ccm einer gesittigten, alkoholischen Sublimat. 
lésung. Der entstandene Niederschlag wurde sofort abfiltriert 
und ebenso wie das Filtrat mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 


a) Fallung (nach Zerlegung): 0,4 g, wenig wirksam. 
b) Filtrat (nach Zerlegung): 2,2 g, etwa 30000000 SE/g = 66000000SE. 


8. Veresterung. 2,1 ¢ der Fraktion 7b wurden mit 150 ccm 
einer 3°/, igen methylalkoholischen Chlorwasserstofflésung 1 Stunde 
unter RiickfluB gekocht. Nach dem Abdampfen des Methylalkohols 
wurde der Riickstand in reinem Chloroform aufgenommen und 
die Lésung solange mit Wasser extrahiert, bis dieses nicht mehr 
gefarbt wurde. Die vereinigten Waschwisser wurden einmal mit 
Chloroform ausgeschiittelt und dieses zur Hauptmenge gegeben. 
Die Chloroformlésung wurde dann 10 mal mit 2n-Salzsaure aus- 
geschiittelt. 


a) WaBriger Extrakt: 2,6 g, etwa 6000000SE/g, Gesamtm, 15 600000SE. 
b) Salzsiiureextrakt: 110 mg, _ ,,330000000SE/g, im 36 000000SE. 
c) Chloroformlésung: 161 mg, ,, 24000000SE/g, 9 3900 000SE. 


9. Brompikrolonsiurefaillung. Das Produkt 8b wurde 
in 15 com Wasser gelést und mit 3 ccm einer gesittigten, alko- 
holischen Brompikrolonsiurelésung versetzt. Die schwarzbraune 
Fallung konnte nach einiger Zeit abfiltriert werden. Niederschlag 
und Filtrat wurden mit Salzsiiure angesiuert und durch <Aus- 
ithern vom Fiallungsmittel befreit. 


a) Fallung (n. Zerl.): 63 mg, etwa 80000000 SE/g, Gesamtm. 5000 000SE. 
b) Filtrat (,, ,, ):47mg, ,, 600000000SE/g, ,, | 28200000SE. 
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10. Erste Rufiansdurefaillung. Das Filtrat der Brom- 


pikrolonsiurefallung 9b) wurde in 15 ccm Wasser gelést und mit 


8 ccm einer gesittigten, alkoholischen Rufiansiurelésung versetzt. 


_ Beim Anreiben entstand ein krystallinischer Niederschlag, der einige 
| Zeit im EKisschrank aufbewahrt wurde. Die Krystalle wurden 
| abfiltriert, mit einigen Tropfen Wasser gewaschen und dann unter 
| Erwirmen in verdiinnter Salzsiure gelést. Die Zerlegung erfolgte 
- nach der Methode von H. Miiller®*) durch Behandeln mit Wolle. 


Das Filtrat wurde auf die gleiche Weise vom iiberschiissigen 


Fallungsmittel befreit. 


a) Fiillung (n. Zerl.): 9 mg, etwa 12000000 SE/g, Gesamtm. 108000SE. 
b) Filtrat (,, ,, ): 88mg, ,, 720000000 SE/g, m 27300000SE. 
11. Zweite Rufiansiurefillung. Das Filtrat der ersten 
Rufiansdiurefallung 10b) wurde auf 0,5 ccm konzentriert und noch- 
mals mit 0,5 ccm alkoholischer Rufiansiurelésung versetzt. Nach 
kurzer Zeit schied sich ein krystallisiertes Rufianat aus. Fiallung 


und Filtrat wurden in salzsaurer Lisung mit Wolle zerlegt. 


a) Fillung (n. Zerl.}: 9,3mg, etwa 120000000SE/g, Gesamtm. 1 100000SE. 
b) Filtrat (,, ,, ):32,6mg, ,, 600000000SE/g, ,, 20000000SE. 


12. Reineckatfaillung. Das aktive Produkt der zweiten 


Rufiansiurefallung 11b) wurde in 1 ccm Wasser gelést und mit 


lccm Aceton verdiinnt. Zu dieser Lésung wurde 0,75 ccm einer 
4°/, igen Reineckesalzlésung hinzugegeben und das Aceton vor- 
sichtig im Vakuum abgedampft. Nach 24 stiindigem Aufbewahren 
im Kihlschrank wurde der entstandene Niederschlag abfiltriert. 
Fallung und Filtrat wurden nach der Methode von J. Kapf- 
hammer und C. Bischoff*) mit Silberculfat zerlegt und die 
Lisungen zur Trockne gedampft. Die Riickstiinde wurden durch 
Behandlung mit absolutem Alkohol von anorganischen Salzen 
befreit. 

a) Fillung (n. Zerl.): 7,5mg, etwa 1200000000 SE/g, Gesamtm.9 000 000SE. 

b) Filtrat (,, ,, ):31,5mg, ,, 180000000SE/g, ,, 5 700000SE. 


Die Fraktion 12a) konnte durch Umfallen unter Zusatz von 
Reineckatlésung weiter gereinigt werden. 


c) Fillung (a. Zerl.): 4 mg, etwa 2000000000 SE/g = 8000000 SE. 

d) Filtrat (,, ,, ): 3mg, ,, 600000000 SE/g = 1800000 SE. 

Die Ausbeute an wirksamer Substanz betrug bei dem hoch- 
aktiven Priparat 12c) auf das Ausgangsmaterial berechnet 8°/,. 





55) Diese Z. 209, 207 (1932). 56) Diese Z. 191, 182 (1930). 
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V. Reindarstellung des Biotins aus Enteneigelb. 


Die im vorigen Abschnitt beschriebene Anreicherung de; 
Biotins aus frischen Hiihnereiern hatte ergeben, da es eine er. 
staunlich hohe Aktivitaét besitzt und der Biotingehalt der Dotter 
demnach iiber alles Erwarten gering ist. Wir muBten deshall 
schon aus finanziellen Griinden ein billigeres Ausgangsmaterial 
suchen und fanden dies in chinesischem Enteneigelb °’). 

Das neue Material brachte naturgemiB einige Verinderungen 
in unseren Aufarbeitungsgang. So muBten wir bei der Verarbei- 
tung des Trockeneigelbs vor der normalen Heifextraktion eine 
Kaltextraktion einschalten, um denselben Reinheitsgrad der rohen 
Biotinextrakte zu erzielen wie bei der Aufarbeitung von frischen 
Hiihnereidottern. Durch die Kaltextraktion wurden dem LEigelh 
etwa 50°/, der darin enthaltenen wasserléslichen Stoffe entzogen 
und nur etwa 5°/, des aktiven Prinzips. 

Wir beschreiben im folgenden die Aufarbeitung einer Charge 
von 250 kg Trockeneigelb, die uns zum erstenmal zu einem kry- 
stallisierten Biotinpriparat gefiihrt hat. 


1. Kaltextraktion. 250kg chinesisches Trockeneigelb (von einer 
mittleren Aktivitét von 8000 SE/g) wurden nach vorherigem Mahlen in Por- 
tionen von 15 kg mit der doppelten Menge Wasser (insgesamt also 500 Liter) 
15 Minuten kriftig verriihrt. Nach 10—12stiindigem Aufbewahren hatte 
sich das Eigelb so weit abgesetzt, daB der gréBte Teil der Fliissigkeit ab- 
gehebert werden konnte. Dieser Kaltextrakt hatte nur geringe Wirksam- 
keit und wurde deshalb verworfen. 

2. HeiBextraktion. Der nach der Kaltextraktion zuriickbleibende 
dicke Brei wurde nun in denselben Portionen (entsprechend 15 kg Eigelb) 
hei8 extrahiert. Das Eigelb wurde in die fiinffache Menge heiBen Wassers 
eingeriihrt und das Ganze unter stiindigem Riihren 1 Stunde lang gekocht. 
Danach wurde die Briihe noch hei in groBen Steinzeugnutschen filtriert. 
Der Eigelbriickstand wurde noch ein zweites Mal auf genau dieselbe Weise 
ausgezogen. Insgesamt erhielten wir aus 250 kg Eigelb etwa 2500 Liter 
Extrakt, der bei niedriger Temperatur eingedampft werden muBte. Zu 
diesem Zweck verwendeten wir eine Vakuumdestillationsanlage, mit der bei 
einer Badtemperatur von 45—50° 15 Liter Wasser pro Stunde abdestilliert 
werden konnten. Der Extrakt wurde dann auf etwa 50 Liter eingedampft; 
nach einer Probebestimmung enthielt er etwa 8 kg Trockensubstanz. 

3. Acetonfaillung. Der Rohextrakt wurde in drei Portionen 
(15, 15, 20 Liter) unter dauerndem Riihren im Laufe von einigen Stunden 
mit der gleichen Menge frisch destilliertem Aceton versetzt. Die entstan- 
dene Fallung wurde mittels einer Sharples-Superzentrifuge abzentrifugiert und 
die klare Lésung im Vakuum auf etwa 20 Liter eingedampft. Dieser Extrakt 
enthielt 5,4 kg feste Substanz, die pro Gramm eine Wirksamkeit von etwa 
360000 SE besaBen, insgesamt also 2000000000 SE. Anreicherung 45 fach. 





°?) Bezogen von der Ching Hsin Egg Factory, Paotingfu, Nord-China. 
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4. Alkoholféillung. Der Extrakt (20 Liter) von 3. wurde im Laufe 


' yon etwa 8 Stunden unter gutem Riihren mit 120 Liter absolutem Alkohol 
 versetzt. Nach kurzem Stehenlassen konnte die klare alkoholische Lésung, 
| die die aktive Substanz enthielt, abgehebert werden. Der zuriickbleibende 
Sirup war nur sehr schwach wirksam. Die Lésung wurde auf ein Volumen 
'yon etwa 40 Liter eingeengt; sie enthielt 4,43 kg Trockenrest mit einer 
Wirksamkeit von etwa 420000 SE/g, insgesamt also 1850000000 SE. An- 
reicherung: 55 fach. 


5. Neutrale und alkalische Bleisalzfillung. Die aktive Frak- 


‘tion von 4. wurde mit Wasser auf etwa 50 Liter verdiinnt und unter 


Riihren mit einer Lésung von 2 kg Bleiacetat in 3 Liter Wasser versetzt. 


' Die Fillung wurde mit Hilfe der Sharpleszentrifuge abgetrennt und dann 
die klare Lésung mit konzentriertem Ammoniak alkalisch gemacht, bis kein 
' Bleihydroxyd mehr ausfiel. Auch diese zweite Fillung wurde abzentri- 


fugiert und aus dem Zentrifugat nach dem Neutralisieren mit Salzsiiure 


_ das tiberschiissige Blei mit Schwefelwasserstoff entfernt. Durch Eindampfen 
‘einer Probe wurde festgestellt, daB im Filtrat der Bleisalzfillung 5 kg 


Trockensubstanz mit einer Wirksamkeit von etwa 360000000 SE/g enthalten 
waren; die Gesamtaktivitét betrug 1,8 Milliarden SE. Wegen der entstan- 


' denen Ammoniumselze ist in dieser Stufe also keine Anreicherung erzielt 
worden. Die alkalische Bleisalzfillung ist jedoch sehr wesentlich, da ge- 
| firbte Begleitstoffe auf diese Weise entfernt werden, die sonst zusammen 


mit der aktiven Substanz in der folgenden Stufe an Kohle adsorbiert 


| wiirden. 


6. Kohleadsorption. Zum Filtrat der Bleisalzfillung wurde nach 
der Zerlegung 2,5 kg Tierkohle (Carbo medicinalis Merck) gegeben und 
1 Stunde lang geriihrt; nachdem die Kohle abgesaugt und sorgfiiltig mit 
Wasser gewaschen war, wurde sie in etwa 15 Liter 50°/,igen Alkohol ein- 


 getragen und 20 Minuten geriihrt. Nach dem Abfiltrieren wurde die Kohle 
- 8mal mit je 12 Liter Aceton—Ammoniak (vgl. oben) 1 Stunde unter Riihren 


eluiert. Die Lésungen wurden alle getrennt zur Trockne gedampft, nur 


' die beiden ersten Acetoneluate waren vorher vereinigt worden: 


a) Weets nw ee 4200 g; weniger als 30000 SE/g, 

b) Alkoholeluat: . . 860g; etwa 120000 SE/g = 43200000 SE, 
c) 1.42. Acetoneluat: 303g; , 5000000 ,, =1515000000 ,, 
d) 8. Acetoneluat: . . 50g; ,, 1000000 ,, = 50000000 ,, 


Anreicherung von Fraktion ¢): 625 fach. 
7. Phosphorwolframsiurefillung. Die Fraktion 6c) (303 g) 


wurde in 350 ccm 5°/,iger Schwefelsiure gelést und unter kriftigem 


Schiitteln mit 800 cem einer 50°/, igen Phosphorwolframsiurelésung in 
Schwefelsiure versetzt. Nach dem Abfiltrieren des Niederschlags wurde 
nochmals mit 200 cem Phosphorwolframsiurelésung gefillt. Beide Nieder- 
schlige wurden vereinigt und dann durch Verriihren mit 2°/,iger Baryt- 
lauge zerlegt. Es wurde solange frische Barytlésung hinzugegeben, bis die 
Reaktion deutlich alkaliseh war und kein Bariumphosphorwolframat mehr 
ausfiel Das entsprechende Filtrat wurde zur Entfernung iiberschiissiger 
Barytlauge mit Schwefelsdure titriert, neuerdings filtriert und zur Trockne 


| gedampft. 123 g Riickstand, Aktivitit etwa 10000000 SE/g, Gesamtmenge 


1230000000 SE. Anreicherung: 1250 fach. 
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8. Extraktion mit absolutem Alkohol. Das bei der Phosphor. 
wolframsiéurefallung erhaltene Produkt wurde unter Zugabe von Porzellap. 
kugeln 3mal mit etwa 200 cem warmem absolutem Alkohol geschiittelt unq 
jeweils vom Ungeloésten abfiltriert. Die vereinigten Filtrate wurden ein. 
gedampft und ergaben 61 g Riickstand mit einer Wirksamkeit von etwa 
18000000 SE/g. Gesamtmenge: 1100000000 SE. Anreicherung: 2225 fach, 


9. Sublimatfaillung. Das wirksame Produkt von 8. wurde in etwa 
2 Liter absolutem Alkohol gelést und mit einer gesiittigten, alkoholischen 
Sublimatlésung im Uberschu8 versetzt. Der entstandene Niederschlag 
wurde sofort abfiltriert und Fallung und Filtrat nach Zugabe von Wasser 
durch Schwefelwasserstoff zerlegt. Im Filtrat des Sulfidniederschlags schied 
sich beim Eindampfen ein in Wasser schwerlisliches, dunkles Ol ab, 
welches durch Dekantieren abgetrennt werden konnte. 


a) Filtrat: 33,5 g; etwa 28000000 SE/g = 930000000 SE, 
b) Fallung: 15 g; ,, 1200000 ,, = 18000000 ,, 
e) Ol: 19,52; ,, 10000000 ,, = 195000000 _,, 


Das Ol wurde in 50 ccm absolutem Alkohol gelést, mit 200 cem Wasser 
versetzt und einige Zeit aufbewahrt. Dann wurde die wiaBrige Losung 
vom wieder abgeschiedenen Ol getrennt und eingedampft. 1,2 g Riickstand 
von 70000000 SE/g = 84000000 SE. 

Dieses Produkt wurde mit der Hauptfraktion 9 a) vereinigt. 


10. Zweite Kohleadsorption. 25g der wirksamen Fraktion von 9. 
wurden in 750 cem Wasser gelést und 1 Stunde mit 20g Tierkohle ge- 
schiittelt. Danach wurde die Kohle abfiltriert, erst mit Wasser und dann 
mit 200 cem 33°/,igem Alkohol gewaschen. Zur Elution wurden zuniichst 
je 200 cem 96°/,iger Alkohol verwendet und danach noch zweimal je 
200 eem Aceton—Ammoniak. Alle Lésungen wurden getrennt eingedampft. 


ft) TS od ee 14,3g; 5000000 SE/g = 170000000 SE, 
b) 33°,iges Alkoholeluat: 3,2g; 24000000 ,, = 77000000 ,, 
c) 96°/,iges a 2,32; 120000000 ,, = 275000000 ,, 
d) 1. Acetoneluat: . . .. 1,7g; 200000000 ,, = 340000000 ,, 
e) 2. .... 0,7g; 30000000 , = 21000000 ,, 


11. Zweite Phosphorwolframsiurefillung. Fraktion 10d) 
wurde in 10 cem 5°/,iger Schwefelsiure gelést: dabei blieb ein dunkles 0 
zuriick, das sich gut abtrennen lieS. Die Lésung wurde dann in der oben 
beschriebenen Weise mit 2,5 ccm Phosphorwolframsiureliésung versetzt und 
die Fillung mit 2°/,iger Barytlauge zerlegt. 


a) Fallung (n. Zerl.): 0,95 g; etwa 240000000 SE/g = 222000000 SE, 
b) Filtrat (no. Zerl.): 0,5 g; ,, 150000000 ,, 75000000 ,, 


OMe 4k amet 0,252; , 100000000 ,, = 25000000 ,, 


Das ebenfalls hochaktive Produkt 10c) (Alkoholeluat) wurde mit dem 
wirksamen Filtrat 11b) vereinigt und in gleicher Weise mit Phosphor- 
wolframsiure behandelt und aufgearbeitet. 


d) Fallung (n. Zerl.): 0,9 g; etwa 240000000 SE/g = 218000000 SE. 


Zusammen mit dem Produkt 11a waren nach dieser Anreicherungs- 
stufe noch 443000000 SE vorhanden. Anreicherung: 30000 fach. 
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osphor. 12. ,Veresterung“. Bei der in dieser Stufe angewandten 
rzellan. — Behandlungsweise wird das aktive Produkt in ein ebenfalls wirk- 
telt und F sames Derivat verwandelt, das nach den Versuchsbedingungen 
” io ein Ester, ein Lacton oder ein Lactam sein kénnte; der Kiirze 
25fach,  halber sprechen wir vorliufig von einem Ester. 
in etwa Die Produkte 11a) und 11d) wurden in Portionen von etwa 
lischen | 200mg mit je 15ccm 1,5°/, iger methylalkoholischer Chlorwasserstoff- 
rschlag [F lésung 1 Stunde gekocht. Nach dem Abdampfen des Methyl- 
Wasser - alkohols wurde der Rickstand mit reinstem Chloroform und 
. | Wasser versetzt; danach wurde die Chloroformlésung 3mal mit 
~’ — Wasser und 10mal mit 3 n-Salzsiure ausgeschiittelt. Der Riick- 
_ stand des Salzsiureextraktes enthielt 50°/, der eingesetzten ak- 
 tiven Substanz, der Rest befand sich im wiBrigen Auszug. 
a) Salzsiureextrakt: 225 mg; etwa 840000000—1 200000000 SE/g. Ge- 
Wasser | samtmenge: 225000000 SE; Anreicherung: 125000 fach. 
Lisung § b) WaBriger Extrakt; 1,8 g; etwa 120000000 SE/g = 215000000 SE. 
‘kstand ce) Chloroformlésung: 420 mg; unwirksam. 
Das Produkt 12b (1,8 g) wurde durch iadislaalbe Adsorp- 
| tion an Kohle und Elution mit Aceton—Ammoniak wieder auf 
ivon’. ® eine Wirksamkeit von 240000000 SE/g gebracht und dann er- 
hle ge & . ; 0 
i dann @ 2CUt verestert. Es gelang auf diese Weise, noch etwa 65°/, 
niichst [EB der beim ersten Versuch unverindert gebliebenen aktiven 
mal je § Substanz in ein verestertes Produkt mit der Wirksamkeit 
lampft, F 900000000 SE/g iiberzufiihren. Insgesamt waren nach dieser 
SE, Stufe noch 364000000 SE vorhanden. 
” 13. Brompikrolonsaurefaillung. Zur Entfernung der 
" unwirksamen Verharzungsprodukte, die bei der Veresterung ent- 
. | standen waren, wurde das hochaktive Produkt 12a) in wabBriger 
og | Losung mit einer gesattigten alkoholischen Brompikrolonsaure- 
Jes (| E lésung versetzt, bis keine weitere Fallung mehr auftrat. Beim 
roben — Kindunsten der Lésung im Vakuumexsiccator auf etwa die Halfte 
zt ud & des Volumens wurde der schwarzbraune Niederschlag allmahlich 
' fest, so daB er bequem abfiltriert werden konnte. Fallung und 
SE, | Filtrat wurden nach der Methode von H. Miller‘) mit Wolle 
” zerlegt. 
a) Fillung (n. Zerl.): etwa 120000000 SE/g. 
b) Filtrat (n. Zerl.): 257 mg; etwa 1200000000 SE/g = 310000000 SE. 
14, ,,.Esterbase“. Die in friiheren Stufen unternommenen 
E  Versuche, Biotin im Hochvakuum zu destillieren, hatten stets 
| groBe Aktivitatsverluste zur Folge gehabt. Nach den bisher an- 
 gewandten Reinigungsmethoden war es deutlich geworden, daB 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLII. 5 
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die wirksame Substanz basischen und sauren Charakter besitzt, 
also wohl eine Aminosiure ist. Bei den Destillationsversuchen 
haben also durchwegs Salze dieser Aminosiure vorgelegen, die 
bei héherer Temperatur natiirlich leicht zerstért werden kénnen: 
die Destillation einer Esterbase schien uns in dieser Hinsicht 
aussichtsreicher. 

Ks zeigte sich, daB die nach den Stufen 12) und 13) erhal. 
tenen ,,Msterprodukte“ beim Stehen in w&Briger Lésung leicht 
hydrolysiert wurden, jedenfalls blieb nur ein kleiner Teil chloro. 
formléslich. Im Anschlu8 an die Brompikrolonsiurefallung wurde 
deshalb die Veresterung mit Methanol—Chlorwasserstoff noch 
einmal wiederholt. Der nach dem Abdampfen erhaltene Riick- 
stand wurde dann in wenig Wasser gelést und diese Loésung 
nach Zugabe eines kleinen Uberschusses an Natriumbicarbonat 
etwa 5mal mit dem gleichen Volumen Chloroform ausgeschiittelt. 
‘/, der Aktivitaét fand sich als Esterbase im Chloroform, wihrend 
1/, in der Bicarbonatlésung zuriickblieb. Dieser unveresterte 
Anteil wurde neutralisiert, durch Extraktion mit Alkohol von 
anorganischem Material getrennt und auf diese Weise fiir andere 
Aufarbeitungen zuriickgewonnen. 

Fiir die Destillation wurde die Esterbase stets frisch bereitet; da 


hierfiir jeweils nur kleine Mengen verwendet wurden, sei das Ergebnis 
eines Einzelversuches als Beispiel angefiihrt. 


a) Chloroformlésliche Esterbase: 9 mg; etwa 2000000000 SE/g = 
18000000 SE. Anreicherung: 250000 fach. 

b) Wasserléslich: 10,5 mg; etwa 500000000 SE/g = 5200000 SE; von 
der Fraktion 14a) wurden insgesamt etwa 125 mg = 250000000 SE ge- 
wonnen. 


15. Hochvakuumdestillation. Ein Vorversuch mit 2 mg § 


der Fraktion 14a) zeigte uns, daf die aktive Substanz in der Tat 


praktisch unzersetzt destillierbar ist. Bei der groBen Kostbarkeit & 


des hochaktiven Materials war es angezeigt, fiir die Destillation 
jeweils nur kleine Mengen aufs Spiel zu setzen. Spiter hat sich 
dann gezeigt, daB die Ansitze mit 8—10 mg Esterbase auch hin- 
sichtlich des Fraktionierungseffektes und der Ausbeute giinstig 
gewihlt waren. Voraussetzung hierfiir war die Verwendung der in 
Fig. 2 in natirlicher GréBe dargestellten Mikroretértchen, die sich 
recht gut bewahrt haben, da man die einzelnen Fraktionen in den 
Ausbuchtungen des Ansatzrohrs gut getrennt halten kann. 

Bei einem Vakuum von 0,001 mm destillierte zwischen 139 
bis 185° ein farbloser Vorlauf, der im ultravioletten Licht eine 
intensiv blaue Fluoreszenz zeigte. Die bei 185—250° destillie- 
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_rende Hauptfraktion fluoreszierte griinblau, wihrend der Riickstand 
keine Fluoreszenz gab. Die einzelnen Fraktionen wurden durch 
_Zerschneiden des Ansatzrohrs voneinander getrennt und in Chloro- 
‘form aufgenommen. Wahrend Vorlauf und Riickstand sich stets 
als nahezu inaktiv erwiesen, hatten die Hauptfraktionen eine 
| Wirksamkeit von 5—7 Milliarden SE/g. Nach einigen Tagen waren 
‘sie von feinen Krystallnidelchen durchsetzt. Im ganzen erhielten 
_ wir etwa 27 mg (=160000000 SE) dieses hochaktiven Produktes. 


16. Krystallisation. Bei einem der ersten Krystallisations- 


'yersuche schieden sich aus der Chloroformlésung eines hochaktiven 
| Destillats beim Versetzen mit Petrolither (40—60°) prachtvolle, 
 seidigglanzende Nadelchen ab. Diese Krystalle (155 y) besaBen 
‘nach einmaligem Umkrystallisieren aus Chloroform—Petrolither 








Fig. 2. 


einen Schmelzpunkt von 146—147° und eine Wirksamkeit von 


25000000000 SE/g. In anderen Fiillen erhielten wir bei diesem 


| Verfahren nur ein mit Krystallen durchsetztes, zihes Ol, dessen 


Entfernung uns nach verschiedenen vergeblichen Versuchen auf 


folgende Weise gelang: In ein kleines Wageréhrchen, das mit 


einem Schliffstopfen verschlossen werden konnte, wurde die Chloro- 


formlésung eines hochaktiven Destillats (2,9 mg gelést in 0,2 ccm 
Chloroform) pipettiert und mit 0,5 ccm Petrolither versetzt. Das 
| Glischen wurde dann verschlossen und sofort einige Minuten 
'_zentrifugiert; dabei setzte sich das gelbliche Ol am Boden ab, 
| und die iiberstehende, fast véllig farblose Lésung konnte bequem 


abpipettiert werden. Nach einigen Stunden schieden sich Krystallchen 


ab; sie wurden auf einem Trichterchen mit eingeschliffenem Glas- 


knépfchen (ohne Filter) abfiltriert. Die farblosen Nadelchen sind in den 


| iblichen Lésungsmitteln sehr leicht léslich, die Umkrystallisation 


gelang aus wenig Chloroform unter Zusatz von Petrolither. 
5* 
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Nach dem 1. Umkrystallisieren 285 y; Schmelzp. 146—147°*); 
Wirksamkeit: 25000000000 SE/g 


Nach dem 2. Umkrystallisieren 85 y; Schmelzp. 148°; 
Wirksamkeit**): 25000000000 SE/g. 


Wir konnten auf diese Weise aus 250 kg Trockeneigell 


1,1 mg krystallisiertes Biotin darstellen; da das Ausgangsmaterial, fF 


wie wir nunmehr berechnen kénnen, 80mg des Wuchsstoffes ent. 
hielt, betrug die Ausbeute also 1,8°/,. 


VI. Schlu8bemerkungen. 


Zur Chemie des Biotins. Bei der geringen Menge an 
krystallisiertem Material ist unsere Kenntnis iiber die Chemie 
des Biotins noch sehr bescheiden. Da das Krystallisat zur Analyse 
nicht ausreichte und iiberdies fiir physiologische Zwecke iiberaus 
wertvoll war, haben wir zur Ausfiihrung verschiedener orientieren- 
der Versuche die hochaktiven Destillate verwendet. An diesen 
wurde festgestellt, daB sie stickstoffhaltig, aber frei von Schwefel 
und Phosphor sind; unsere Annahme, daB dasselbe auch fiir das 
krystallisierte Biotin zutrifft, wird in einer folgenden Mitteilung 
bestitigt werden. 

Wie schon bei der Aufarbeitung der Hefe erwihnt wurde, 
ist der wirksame Stoff in ein chloroformlésliches, unwirksames 
Acetylprodukt zu verwandeln, aus dem durch Verseifung 75°), 
der aktiven Substanz zuriickgewonnen werden konnten. Hoch- 
aktive Praparate aus Eigelb lieBen sich mit Benzoylchlorid in 
Pyridinlésung in ein ebenfalls unwirksames Benzoylprodukt un- 
setzen, aus dem bei Verseifung mit Natrium-ithylat allerdings 
nur 20°/, der Aktivitét zuriickerhalten wurden. Ks bleibt vor- 
laufig dahingestellt, ob die Acylreste hierbei an Sauerstoff oder 
an Stickstoff getreten sind. 

Bei der Reindarstellung wurde bereits hervorgehoben, dab 
aus dem aktiven Produkt durch Behandlung mit Methanol—Chlor- 
wasserstoff ein Ester, ein Lacton oder ein Lactam entstehen 
kénne. Da auch nach der Einwirkung von Diazomethan eine 
aktive Basenfraktion erhalten wird, méchten wir es vorlaufig als 
wahrscheinlich ansehen, da8 in beiden Fallen ein Methylester vor- 





*) Die Schmelzpunkte sind nicht korrigiert. 

58) Wir hatten in der ersten Zeit Grund zur Annahme, daB die Witk- 
samkeit des Krystallisats 25—380 Milliarden SE/g betrage und diesen Wett 
Ber. chem. Ges. 68A, 26 (1985) angegeben; der héhere Wert hat sich jedoch 
nicht bestiitigen lassen. 
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liegt. Das Diazomethanprodukt wurde bisher allerdings nicht 
krystallisiert dargestellt, und wir haben diese Methylierungsweise 
auch fiir die priparative Arbeit nicht iibernommen, da beim Test, 
wohl durch die Anwesenheit von Fremdstoffen, Unregelmibig- 
keiten auftraten. 

In diesem Zusammenhang sei noch einmal darauf hingewiesen, 
daB die in Anlehnung an den Namen Bios gewahlte Bezeichnung 
Biotin zunachst fiir das neue Wuchsstoffkrystallisat eingefihrt 
wurde. Wenn dieses in der Tat einen Methylester darstellt, so wird 
man es spater zweckentsprechend als Biotin-methylester be- 
zeichnen und den Namen Biotin fiir die zugrunde liegende, physio- 
logisch &hnlich aktive Siure verwenden. 

Katalytische Hydrierung hatte keinen EinfluB auf die Wirksam- 
keit des krystallisierten Biotins. Unsere Hoffnung, mit einem 
Teil des Krystallisats wenigstens noch brauchbare Molekular- 


-gewichtsbestimmungen durchfiihren zu kénnen, hat sich nicht 


erfiillt. Bei der Methode nach Rast lassen sich zwar — wie 
wir an Probesubstanzen festgestellt haben — noch mit aufer- 
ordentlich kleinen Mengen (bis herab zu 30 7) in einem geeigneten 
Schmelzpunktsapparat brauchbare Ergebnisse erzielen. Fiir Biotin 
scheint jedoch Campher kein geeignetes Lisungsmittel zu sein. 
Nach den giinstigen Erfahrungen, die wir bei den Auxinen mit 
der Bestimmung des Diffusionskoeffizienten nach der Methode 
von Bruins-Went*) gemacht haben, versuchten wir auch beim 
Biotin das Molekulargewicht auf diese Weise festzustellen. Die 
Bestimmung der Biotinkonzentration in den einzelnen Agarwiirfel- 
chen brachte jedoch einige Schwierigkeiten mit sich, so daB die 
fiir das Molekulargewicht zu berechnenden Werte (um 200) noch 
nicht als endgiiltig zu bezeichnen sind. 

Die biologische Wirksamkeit des Biotins. Auf Grund 
der oben genannten Wirksamkeit des Biotinkrystallisats ergibt 


_ sich die Saccharomyces-Kinheit (SE) zu 1/25000 7; bei einem Mole- 


kulargewicht von 200 sind das nur etwa 120000000 000 Molekiile. 
Diese Menge, welche wihrend der Testreaktion bei etwa 240 y 
Hefe 100°/, Zuwachs hervorruft, wird wihrend der 5 stiindigen 
Wachstumsdauer héchstens zu ein Zehntel verbraucht. Im 
Ultrafiltrat der Testkulturen lieB® sich nimlich nach 5 stiindigem 


°°) F. W. Went, Dissert. Utrecht, 1927; H. R. Bruins, Dissert. 
Utrecht, 1922. Vgl. auch Stefan, Sitzgsber. Kgl. Akad. Wien 79, 161 (1879) 
und Kawalki, Wied. Ann. 52, 185 (1894). 
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Wachstum hiéchstens eine 10°/,ige Abnahme der vorher zu. 
gesetzten Biotinmenge feststellen, nach 10 stiindiger Versuchsdauer 
war das zugefiigte Biotin allerdings gréBtenteils verschwunden, 


Es muB8 noch hervorgehoben werden, daB die der SE zugrunde 
liegende Wirkung keineswegs den unteren Schwellenwert dar. 
stellt, es 1iBt sich vielmehr noch 1 mg des Biotinkrystallisats in 
400 000 Liter Nihrlésung nachweisen. In der folgenden Tabelle 
sind die Verdiinnungen angegeben, in denen die beiden krystalli- 
sierten Bios-Faktoren und die Auxine noch deutliche Wirkungen 
ausiiben. Zum Vergleich sind ferner die entsprechenden Zahlen 
fiir bekannte Wirkungen von Thyroxin und Adrenalin angefiilirt, 





Organismus Verdiinnung Wirkung 











Biotin ..... Hefe (Rasse M) 1: 400 000 000 000 | merklich 
Biotin ..... Hefe (Rasse M) 1: 40000000000 | sehr deutlich 
Auxin-a Hafer (Wurzel) 1: 10000000000 | Hemmung 

Hafer (Koleoptile) | 1: 1000000000 | Kriimmung 1° 
Thyroxin®) | Kaulquappe 1: 5000000000 | beschleunigte Meta- 
morphose 
Adrenalin ®) | Frosch (Auge) 20000 000 | Erweiterung 
Meso-inosit- | Hefe (Rasse M) lL: 200 000 


— 











Man wird demnach nicht daran zweifeln kénnen, daB Biotin 
im Gegensatz zu Meso-inosit zu den héchstaktiven physiologischen 
Wirkstoffen zahlt. In Zusammenhang hiermit hat die Konstitutions- 
erforschung des Biotins sicherlich an allgemeinem wissenschaftlichem 
Interesse gewonnen, sie ist aber durch die unerwartet geringe 
Konzentration in den Ausgangsmaterialien bedeutend erschwert, 
Zur Isolierung des Krystallisats aus EKigelb war eine 3,1 millionen- 
fache Anreicherung erforderlich; um auf dieselbe Weise 100 mg 
Biotin darzustellen, miissen 25000 kg Eigelb bzw. 250000 Liter 
Extrakt verarbeitet werden. Wenn wir hier auch bei unsere 
finanziellen Kalkulationen nicht mehr — wie bei Frischeiern — 
auf Millionenwerte kommen, so ist es doch begreiflich, daf die 
Kostenfrage selbst bei dem viel billigeren Trockeneigelb noch 
eine wichtige Rolle spielt. Fir die Fortsetzung der Arbeit konnte 
man hoffen, daB sich die Ausbeute etwas steigern la8t, so daB der 
Kosten- und Arbeitsaufwand in tragbaren Grenzen bleibt. 


6°) R. Héber, Lehrbuch der Physiologie des Menschen, Verlag 
J. Springer, Berlin 1930, und zwar S. 235 baw. 244. 
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er zu. Die Aussichten fiir die Isolierung des Bios I]-Faktors aus 
sdauer fF pllanzlichem Material sind noch sehr viel ungiinstiger als bei Ki- 
unden, fF gelb. Der Gehalt ist hier, soweit wir sehen, um etwa eine GréBen- 
srunde § ordnung geringer, und nur bei Roggenpollen (4000 SH/g) und bei 
t dar. — gewissen Samen®’) haben wir feststellen kénnen, da er an jenen 
sats i, @ der Dotter heranreicht. Da diese pflanzlichen Materialien kaum 
"abelle | in ausreichenden Mengen zuginglich sind, wird man versuchen 
ystalli. fF miissen, die Identitat bzw. die nahe Verwandtschaft der entsprechen- 
cungen den Faktoren mit Biotin auf indirektem Wege nachzuweisen, wie 
Zahley & dies bei den Auxinen gelungen ist. 
ofiihrt, & Biotin und andere Bios-Faktoren. Im Gegensatz zu 
' unserer urspriinglichen Erwartung ist Biotin bei unserer Test- 
—— hefe bis zur Reindarstellung fir sich allein wirksam geblieben. 
300} % Zuwachs 300 
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“ie Daf aber Rasse M auBer Biotin noch andere Bios-Faktoren fiir 
pres das Wachstum benitigt, ergab sich daraus, daB auch bei Uber- 
sega dosierung an Biotin in 5 Stunden nur ein Zuwachs von 250 
mo tng bis 300°/, erzielt werden kann, wihrend Hefekochsaft in derselben 
ster Zeit einen maximalen Zuwachs von etwa 600°/, (Fig. 1) h - 
» (Hig. 1) hervor 
_ ruft. Bei den Versuchen mit krystallisiertem Biotin erhilt man 
is fie dementsprechend flache Wachstumskurven (Fig. 3). Dieser Kurven- 
B ale verlauf wird zum erstenmal bei den Kohleeluaten gefunden; es 
noch hat sich als zweckmiBig erwiesen, ein solches Eluat fiir die Aus- 
enue wertung der weiteren Reinigungsstufen als 2. Standardlésung mit 
B der zu priifen. 
Kombiniert man Kohlefiltrat und -eluat, so wird die Wachs- 
tumskurve wieder steiler. Bemerkenswerterweise kann ein ahnlicher 
Verlag ert 





6!) Nach Versuchen von W. van Hasselt. 
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Effekt auch durch Uberdosierung an Meso-inosit (1000 7 auf 
240 y Hefe) herbeigefiihrt werden, wihrend der normale Inosit. 
verbrauch bei der Testreaktion nur 5—10 y betragt. Meso-inosit 
und die Faktoren des Kohlefiltrats wirken bei unserer Testhefe 
demnach als Co-Wuchsstofie. Die gegenseitige Abgrenzung ihrer 
Funktionen ist dadurch erschwert, daB sie sich beim Wachstum 
— wie der Versuch mit der Uberdosierung von Meso-inosit zeict 
— wenigstens teilweise gegenseitig ersetzen kénnen. Wir werden 
diese Verhiltnisse in den folgenden Mitteilungen noch eingehend 
zu besprechen haben. Hier sei nur noch einmal erwihnt, dai 
sich unsere Erfahrungen iiber die Faktorentrennung im grofen 
und ganzen in Ubereinstimmung mit denen des Laboratoriums in 
Toronto befinden®), Umgekehrt hat auch Lash Miller ®) bereits 
festgestellt, daB die von uns verwendete Rasse M sich den ver- 
schiedenen Bios-Faktoren gegeniiber ebenso verhilt, wie seine 
Testhefe. 

Im Gegensatz hierzu ist zur Zeit noch keine derartige Uber- 
einstimmung mit den Ergebnissen des Arbeitskreises in Oregon 
festzustellen. R. J. Williams *%*) und Mitarbeiter haben in den 
letzten Jahren zwar ebenfalls die Funktion des Meso-inosits be- 
stitigen kénnen, es ist jedoch noch nicht deutlich, wie sich ihre 
»Pantothensaiure“*) in das Faktorenschema einfiigt. Dieser 
Faktor zeichnet sich wie Biotin durch ubiquitaéres Vorkommen 
aus; die aktivsten Priparate wurden aus Leber gewonnen, sind 
aber nach Angabe der Autoren noch nicht chemisch rein. In 
einer soeben erschienenen Notiz berichten Williams und E. Robhr- 
man®) iiber einen Wachstumseffekt von #-Alanin, wobei er- 
wihnt wird, daB dieser auch bei ,,Rasse M (Kiégl) auftritt. Naci 
vorliufigen Versuchen von Herrn L. Pons ist #-Alanin bei unserem 





6?) W. Lash Miller, V. Eastcott u. J. E. Maconachie, J. Amer. 
Chem. Soc. 55, 1502 (1933); W. Lash Miller, E. V. Eastcott u. E. M. 
Sparling, Trans. roy. Soc. Canada III, 26, 165 (1932); W. Lash Miller, 
Trans. roy. Soc. Canada, App. A, 49 (1933); L.N. Farrel, Trans. roy. Soc. 
Canada III, 29, 167 (1935); H. Stantial, Trans. roy. Soc. Canada II], 
29, 175 (1935). 

6) Trans. roy. Soc. Canada III, 29, 168 (1935). 

) KR. J. Williams u. D. M. Saunders, Biochemie. J. 28, 1887 (1934). 

6°) J. Amer. Chem. Soc. 54, 2912 (1933); 56, 169 (1934); Biochemie. J. 
28, 1887 (1934). 

%) J. Amer. Chem. Soc. 58, 695 (1936). Williams hat aus einer von 
uns iibersandten Probe von Rasse M eine Reinkultur geziichtet; es ist mog- 
lich, daB diese nur aus einem der Stiimme (Rasse XII?) besteht. 
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y auf — 5stiindigen Wachstumstest unwirksam, dagegen beobachteten wir 
Inosit- fF beim 18 stiindigen Test (allerdings nur bei Zusatz von Asparagin- 
-inosit [| siure und Meso-inosit) einen erhéhten Zuwachs: Biotin ist jedoch 
sthefe F ohne Co-Wuchsstoffe etwa 2000000 mal aktiver als f-Alanin in 
ihrer Gegenwart von Meso-inosit und Asparaginsiure. 
hstum Aus fuBeren Griinden muBte die gemeinsame Béarbeitung 
; zeigt F des Biotinproblems Ende 1934 abgebrochen werden; der iltere 
yerden Autor wird iiber die inzwischen erzielten Fortschritte in Gemein- 
ehend schaft mit Herrn L. Pons berichten. Herr Pons hat bereits im 
t, dag letzten Teil der vorliegenden Untersuchung auf tatkriftige Weise 
roben mitgearbeitet, wofiir wir ihm gréBte Anerkennung schulden. Der 
ms in I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, insbesondere Herrn 
ereits — Prof. Hérlein, haben wir fiir mannigfache Unterstiitzung sehr 
1 ver: zu danken. 
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Isolierung von Bios I (Meso-inosit) aus Hefe. 
21. Mitteilung itiber pflanzliche Wachstumsstoffe’). 


Von 
Fritz Kégl und W. van Hasselt. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1936.) 


Bios I kommt in der Natur sehr allgemein verbreitet vor; 
fiir seine Isolierung ging EK. V. Eastcott?) von Teestaub aus, 
einem Material, das sich durch einen besonders hohen Gehalt an 
diesem Faktor auszeichnet. Von den angewandten Reinigungs- 
operationen ist die in chemischer Hinsicht charakteristische Fill- 
barkeit mit Bleiacetat in ammoniakalischer Lésung hervorzuheben, 
sowie insbesondere die Verkohlung von Begleitstoffen durch 
22 stiindiges Kochen der Lisungen mit 20°/, iger Salzsiure, eine 
Behandlungsweise, die sogar zu einer Verdoppelung der Aktivitiit 
fiihrte. Das erhaltene Krystallisat war identisch mit Meso-inosit, 
dessen allgemeine Verbreitung im Tier- und Pflanzenreich ja seit 
langem bekannt ist. 

Die Bedeutung des Meso-inosits fiir das Hefewachstum wurde 
von anderen Forschern zunichst bestritten*) und noch vor 3 Jahren 
wurde in einer Arbeit von R. L. Edwards‘) festgestellt, dab 
Inosit auf die von ihm verwendete Hefe (auch bei Gegenwart 
der anderen Bios-Faktoren) keinen Effekt ausiibt. Zur Erklirung 
der negativen Befunde wies W. Lash Miller5) darauf hin, dab 
rohe Bios II-Priparate gewéhnlich noch ausreichende Mengen 
Bios I enthalten und deshalb ein Zusatz von Inosit natiirlich 


') 20. Mitteilung, Diese Z. 242, 43 (1936). 

*) J. Phys. Chem. 32, 1094 (1928). 

8 R. J. Williams, M.E. Warner u. R. Roehm, Amer. chem. Soe. 
51, 2764 (1929) und B. T. Narayanan, Biochemic. J. 24, 6 (1930). 

*) J. Soc. Chem. Ind. 52, 271 (1933). 

5) Amer. chem, Soc. 55, 1502 (1933). 
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keinen Effekt ausiibt. In den letzten Jahren ist die Bedeutung 


- des Meso-inosits jedoch von verschiedenen Seiten bestitigt worden’). 


Bei unseren eigenen Untersuchungen iiber das Bios-Problem 
hat es sich sehr bald gezeigt, daB auch die Rasse M fiir ihr 
Wachstum Meso-inosit benétigt. Die wichtigen Arbeiten der 
Lash Millerschen Schule iiber Bios I lieBen jedoch in zwei 
Richtungen eine Erginzung wiinschenswert erscheinen. Zunichst 
sollte dieser Faktor auch aus Hefe selbst isoliert werden, aus 
der — soweit wir sehen — Meso-inosit bisher noch nicht dar- 
gestellt worden ist. Sodann schien uns die Méglichkeit nicht 
ausgeschlossen, daB das genuine BiosI nicht Meso-inosit, sondern 
ein Derivat davon sein kénnte; so wire z. B. eine Inosit-phos- 
phorsiure bei dem von Kastcott angewandten Kochen mit starker 
Salzsiure sicherlich verseift worden. Der Einwand, dai Meso- 
inosit die Funktion der Bios I-Fraktion véllig iibernehmen kann, 
ist hierbei nicht stichhaltig, da ja die Hefe wahrscheinlich imstande 


| sein wiirde, aus diesem Alkohol mit Phosphorsiure das ,,urspriing- 
 liche* Bios I zu regenerieren. Die von Eastcott beobachtete 


Aktivitiitssteigerung nach der Salzsiurebehandlung scheint uns 
darauf hinzuweisen, daB die verarbeiteten Extrakte in der ‘T'at 
auch Ester des Inosits enthielten. Es miiBte allerdings im Tee 
hauptsichlich ein inaktiver Ester vorhanden sein; wir denken 
dabei vor allem an die Anwesenheit von Phytin, das nach unseren 
Krfahrungen (unverseift) keine Bios I-Aktivitit besitzt. 

Bei dem Versuch zur Isolierung von Bios I aus Hefe sollten 
nach Méglichkeit mildere Isolierungsmethoden angewandt werden, 
um sekundare Verainderungen auszuschliefen. Wie in der vorher- 
gehenden Mitteilung wird auch in dieser Arbeit die folgende 
Aufteilung des Bios-Komplexes zugrunde gelegt: 


Bios I (in ammoniakalischer Lésung mit Bleiacetat fillbar), 
Bios II (an Tierkohle adsorbierbar), 
Bios III“ (im Tierkohlefiltrat). 


Die Frage, in welcher Weise ,,Bios III“ weiter aufgeteilt 
werden kann, soll erst in einer spiteren Mitteilung behandelt 
werden. Fir den Test muBten unsere Bios I-Praparate aus Hefe 
natiirlich mit ausreichenden Mengen von Bios II und ,,Bios III“ 
kombiniert werden. Zum Vergleich haben wir auch die Wirksam- 


1 H. W. Buston u. B. N. Pramanik, Biochemic. J. 25, 1665 (1931) 
und H. W. Buston u. S. Kasinathan, Biochemic. J. 27, 1859 (1933); 
R. J. Williams u. D. H. Saunders, Biochemic. J. 28, 1887 (1984); 
E. Janssens, Arch. internat. physiol. 40, 257 (1025). 
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keit von reinem Meso-inosit bei Zugabe bekannter Mengen ap 
Bios II und ,,Bios III“ untersucht; es zeigte sich, daB 8 y Inosit 
in dieser Kombination unter den von uns angewandten ‘Test. 
bedingungen einen Gesamtzuwachs von etwa 600°/, hervorrufen, 

Zunichst muBte untersucht werden, welche Extraktionsmethode 
fiir die Aufarbeitung der Hefe hinsichtlich der Ausbeute und des 
Reinheitsgrades: am giinstigsten war. Hierzu wurde der Koch. 
extrakt, der Autolyse- und der Plasmolysesaft von je 1 kg Hefe 
bereitet und nach einer Alkoholfillung die Bios I-Fraktion in 
ammoniakalischer Lésung mit Bleisalz ausgefallt. Nach der Zer. 
legung wurde die Bios I-Aktivitat bestimmt und auf jene von 
Meso-inosit bezogen: 























Riickstand Inositgehalt | Inositgehalt pro g 
in mg in mg in mg 
Kochextrakt .. . 2308 69 30 
Autolysesaft ... 3256 325,6 100 
Plasmolysesaft . . 550 110 200 


Man sieht hieraus, da8 durch Autolyse die beste Ausbeute 
an Bios I erhalten wird, wihrend man bei der Plasmolyse den 
héchsten Reinheitsgrad erzielt. Wir entschlossen uns, die Rein- 
darstellung von Bios I zunichst bei einem Hefeautolysat zu ver- 
suchen. Wie im experimentellen Teil niher beschrieben ist, wurde 
das nach der ammoniakalischen Bleisalzfillung erhaltene Produkt 
mit Kohle behandelt und dann einer fraktionierten Fallung mit 
Alkohol unterworfen. Die aktivste Fraktion stellte einen Sirup 
dar, der nicht zur Krystallisation zu bringen war. Es wurde 
deshalb mit Essigsiureanhydrid acetyliert und das chloroform- 
lésliche Acetylprodukt durch kurzes Erwairmen mit verdiinnter 
Schwefelsiure verseift. Nunmehr wurde nach der Vorschrift von 
E. 8S. Griffin!) und J. M. Nelson mit Acetylbromid behandelt; 
das erhaltene Krystallisat zeigte keine Depression mit Meso-inosit- 
hexa-acetat. Die Verseifung lieferte Meso-inosit, der durch Misch- 
schmelzpunkt und Analyse identifiziert wurde. 


Da bei der Aufarbeitung des Autolysesafts zur Verseifung 
des rohen Acetylproduktes kurze Zeit mit Schwefelsiiure behandelt 
werden muBte, haben wir in einem weiteren Versuch, diesmal 
ausgehend von Plasmolysesaft, die aktive Bios I-Fraktion mit 





1) Amer. chem. Soc. 37, 1556 (1915). 
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Acetylbromid behandelt und das entstandene Acetylprodukt ohne 
| vorherige Verseifung rein dargestellt. Es erwies sich ebenfalls 
' als identisch mit Meso-inosit-hexa-acetat. 


Fir die in der Einleitung diskutierte Méglichkeit, daB das 


; genuine“ Bios I ein Derivat von Meso-inosit sein kénnte, ergab 
- die Reindarstellung dieses Faktors aus Hefe keine Stiitze. Obschon 
- es nicht véllig ausgeschlossen ist, daB bereits bei der Behandlung 


mit Ammoniak oder mit Acetylbromid sekundire Verinderungen 
auftreten, halten wir es aber doch fiir sehr wahrscheinlich, dab 
auch das ,genuine“ Bios I mit Meso-inosit identisch ist. 

Von Lash Miller’) und seinen Mitarbeitern ist festgestellt 
worden, daB Meso-inosit nicht durch Mannit, Quercit, Quebrachit 
oder Scyllit ersetzt werden kann. Wir haben eine Reihe von 
aliphatischen mehrwertigen Alkoholen (l-Arabit, Adonit, Dulcit, 
d-Sorbit und d-Mannit), sowie einige Cyclite (l-Inosit, Scyllit?), 
Mytilit) gepriift und diese Verbindungen ebenfalls als véllig 
unwirksam befunden. Die Wirkung des Meso-inosits ist also sehr 


spezifisch. 
Zum SchluB sei noch erwahnt, daB wir — ebenfalls in Uber- 
elnstimmung mit dem Ergebnis von EK. V. Kastcott*) — den 


Inositgehalt der in synthetischer Nihrlésung geziichteten Hefe 
etwa halb so hoch fanden wie jenen unserer gewohnlichen Hefe. 


Versuche. 


1. Darstellung der BiosI-Fraktion aus Hefekochsaft. ikg Hefe 
(Koningsgist, Delft) wurde mit 3,5 Liter Wasser 1 Stunde lang gekocht und 
dann der Extrakt durch Zentrifugieren vom Zellmaterial abgetrennt. Die Lésung 
wurde im Vakuum zur Trockne gedampft, der Riickstand in wenig Wasser 
aufgenommen und allmihlich mit so viel Alkohol versetzt, daB eine 80°/,ige 
Liésung entstand. Danach wurde der gebildete Niederschlag abfiltriert und 
das Filtrat im Vakuum vom Alkohol befreit. Nach dieser Stufe waren noch 
alle Faktoren vorhanden (Ausbeute 70°/,). 

Der Riickstand des alkoholischen Filtrats wurde in 2 Liter Wasser auf- 
genommen und mit einer konzentrierten wiBrigen Lésung von 25 g Bleiacetat 
versetzt. Nach dem Abfiltrieren des entstandenen (inaktiven) Niederschlags 
fillte man den UberschuB an Bleiionen mit Ammoniak (25 cem konzentriertes 
Ammoniak + 100 cem Wasser), zentrifugierte die Fillung, wusch sie mehrmals 





') J. Chem. Education 7, 265 (1930). 

*) Seyllit wurde anfinglich wirksam gefunden (vgl. Z. Krebsforschg. 
40, 215 (1934); das betreffende Priparat war jedoch anscheinend durch 
Meso-inosit verunreinigt, da die Bios I-Aktivitit nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren véllig verschwand. 
*) J. Phys. Chem. 32, 1094 (1928). 
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mit Wasser aus und zerlegte sie in wifSriger Suspension in der iiblichey 
Weise mit Schwefelwasserstoff. 

Zur Entfernung der letzten Spuren von Bios II wurde die vom Blei- 
sulfid befreite Lésung mit 2 g Tierkohle geschiittelt, filtriert und zur Trockne 
eingedampft. Riickstand 2,308 g. Die Wirksamkeit ist iquivalent mit 69 mg 
Meso-inosit, entsprechend 30 mg/g. 

2. Darstellung der Bios I-Fraktion aus Autolysesaft'). 1kg Hefe 
wurde mit 1 Liter Wasser, 100 ccm Toluol und 100 ccm Essigester 4 Tage 
im Brutschrank auf 35° erwiirmt und dabei von Zeit zu Zeit kriftig ge- 
schiittelt. Danach fiigte man unter Riihren langsam 1,5 Liter Alkohol hinzu 
und zentrifugierte den Niederschlag ab. Die Lésung wurde im Vakuum zur 
Trockne gedampft, der Riickstand in 150 cem Wasser aufgenommen und 
unter Riihren mit 400 ccm Alkohol versetzt. Nach dem Abfiltrieren der aus- 
krystallisierenden Salze engte man das Filtrat ein und fiihrte nunmehr die 
unter 1. beschriebenen Behandlungen mit Bieiacetat und Ammoniak sowie 
mit Kohle aus. Der Riickstand des Kohlefiltrates betrug 3,256 g, aquivalent 
mit 325 mg Meso-inosit, entsprechend 100 mg/g. 

3. Darstellung der Bios I-Fraktion aus Plasmolysesaft. 1 kg Hefe 
wurde zerbréckelt, in einem Becherglas mit 100 g Natriumacetat bestreut 
und iiber Nacht stehen gelassen. Dann wurde die Masse mit 2 Liter Wasser 
verdiinnt und das Zellmaterial abzentrifugiert. Die Lésung wurde im Vakuum 
zur Trockne gedampft, der Riickstand in 150 cem Wasser aufgenommen und 
langsam mit 800ccem Alkohol versetzt. Am nichsten Tage wurde filtriert 
und die Lésung nach dem Entfernen des Alkohols wie unter 1. mit Blei. 
acetat und Ammoniak behandelt. Nach dem Schiitteln mit Kohle enthielt 
das Filtrat 550 mg Trockenriickstand, iquivalent mit 110 mg Meso-inosit, 
entsprechend 200 mg/g. 

4. Auswertung der Bios I-Fraktionen. Fiir die Auswertung muBten 
die zu untersuchenden Priparate mit unbekanntem Bios I-Gehalt mit einer 
Lésung kombiniert werden, die eine definierte Menge Bios II und ,,Bios III" 
enthielt. Hierfiir lieB sich am besten das Filtrat der unter 1. beschriebenen 
ammoniakalischen Bleisalzfillung verwenden, und zwar wurde es nach der 
iiblichen Zerlegung mit Schwefelwasserstoff so weit eingedampft, daB seine 
Wirksamkeit (nach Zufiigen der erforderlichen Menge Meso-inosit bzw. 
Bios I) der zwanzigfachen Standardkonzentration entsprach (,,Zusatzlésung*). 
In der vorhergehenden Mitteilung*) dieser Reihe ist die Herstellung unserer 
Standardlésung (aus Hefekochsaft) beschrieben worden; 0,1 ccm dieser 
Lésung ruft unter den dort genau angegebenen Bedingungen in 5 Stunden 
einen Hefezuwachs von 120°/, hervor, wihrend man mit 1 ccm und mehr 
den Maximalzuwachs von 600°/, erhiilt. 

Mit Hilfe der sterilisierten und standardisierten ,,Zusatzlésung“ wurde 
nun zunichst die Wirksamkeit des reinen Meso-inosits bestimmt, indem da- 
von wechselnde Mengen mit 0,1 cem der genannten Lésung®) versetzt und 
mit WwW asser auf 1 ccm aufgefuillt wurden. 


1) Vel. T. Philipson, Diese Z. 195, 81 (1931). 

*) Diese Z, 242, 43 (1936). 

3) Die Konsentration an Bios II und ,,Bios III“ in den Testlésungen 
ist also doppelt so hoch wie in der Standardleung ; durch diese ,,Uber- 
dosierung“ wurde die Empfindlichkeit der Bios I-Bestimmung bedeutend erhéht. 
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lichen & Wie aus der untenstehenden Kurve ersichtlich ist, entsprechen 3y Meso- 

 jnosit dem mit 1 ccm Standardlésung erzielten Maximalzuwachs von 600°); 
1 Ble. IE deshalb schien es uns angezeigt, unsere unbekannten Lésungen stets so 
rockne [— weit zu verdiinnen, daB sie den gleichen Zuwachs wie 1 cem der Standard- 
69mg — lisung zeigten. Unter der Voraussetzung, daB die Bios I-Wirkung aus- 


' scblieBlich durch Meso-inosit hervorgerufen wiirde, enthielt die betreffende 
r Hefe _ Verdiinnung dann 3y des aktiven Stoffes. Die Genauigkeit der Methode 


4 Tage betrug etwa 20°). 
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Blei- & 5. Isolierung von Meso-inosit aus Autolysesaft. 2,8 ¢ des nach 
athielt 2, erhaltenen Produktes wurden in 10 ccm Wasser aufgelést und unter 
inosit, § Riihren langsam mit 25 cem Alkohol versetzt. Nach 6 Stunden wurde der 
' Niederschlag abfiltriert und mit 15 cem 170°/,igem Alkohol gewaschen. 
uBten Riickstand 440 mg. Filtrat und Waschfliissigkeit wurden vereinigt, mit 
einer —F weiteren 50 cem Alkohol versetzt und 1 Tag im Kiihlschrank aufbewahrt. 
8 ITI" Danach hatten sich 730 mg eines viscésen Sirups abgesetzt, von dem die 
benen iiberstehende Filiissigkeit abdekantiert wurde. Nach dem Eindampfen 
h der hinterlieB sie einen Riickstand von 1,62 g, iquivalent mit 243 mg Meso-inosit, 
seine  entsprechend 150 mg/g. 
bzw. Da das aktive Produkt nicht zur Krystallisation zu bringen war und 
ung“). weitere Anreicherungsversuche durch Fiillungs- bzw. Adsorptionsmittel 
iserer keinen Erfolg hatten, wurde nunmehr eine Acetylierung vorgenommen. 
dieser — 100mg des Praiparates wurden 45 Minuten mit 5 ccm Essigsiureanhydrid 
inden auf dem Wasserbad erwiirmt. Nach dem Filtrieren wurde im Vakuum zur 
mehr Trockne gedampft und der Riickstand (148 mg) in 5cem Chloroform auf- 
' genommen. Die Lésung wurde 3mal mit je 5 ccm Wasser ausgeschiittelt 
yurde und die w&Brigen Extrakte gemeinsam zur Trockne gedampft. Riickstand A 
n dae — = 47mg, ohne Bios I-Wirkung. Beim Abdampfen des Chloroforms blieb 
; und ein Riickstand B = 98 mg, der ebenfalls unwirksam war. Zur Verseifung 


wurden beide Produkte mit je 15 cem 5°/, iger Schwefelsiure 30 Minuten 

auf dem Wasserbad erwirmt und nach Entfernung der Schwefelsiiure die 
Aktivititen gemessen. Riickstand A besaB nach der Verseifung eine Wirk- 

| samkeit entsprechend 250 mg/g, und gab deutlich die Inositreaktion nach 

ngen Salkowski?). Das gut getrocknete Produkt wurde nun nach der Methode 


Jber- & te 
') Vgl. u. a. Diese Z. 86, 478 (1910). 
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von E.8. Griffin’) und J. M. Nelson mit Acetylbromid acetyliert. Das 
Reaktionsprodukt wurde in Eiswasser gegossen und die waBrige Lisung 
mit Chloroform ausgeschiittelt. Nach Trocknen und Einengen des Chloro. 
forms schieden sich Krystalle ab, die nach 2 maligem Umkrystallisieren be; 
210° schmolzen*?) und mit Meso-inosit-hexa-acetat (Schmelzp. 212°) keine 
Depression ergaben. 

50 mg dieses Produktes wurden wie oben mit 5°/, iger Schwefelsiure 
verseift und lieferten ein Krystallisat vom Schmelzp. 216°, das mit Mego. 
inosit (Schmelzp. 217°) keine Depression zeigte. Der Maximalzuwachs von 
600°/, wurde bei beiden Priparaten mit Dosen von 8 y erzielt. 


Analyse’). 4,367 mg Subst. (bei 100° i. V. iiber P.O, getr.): 6,384 mg 
CO,, 2,594 mg H,0O. 
C,H,,0, Ber. C 40,00 H 6,67 Gef. C 39,87 H 6,61. 


6. Identifizierung von Bios I aus Plasmolysesaft. Die nach 3, 
erhaltene Bios I-Fraktion (550 mg) wurde mit ungefihr 40 g Acetylbromid 
gekocht, bis beinahe alles aufgelést ist. Dann wurde filtriert, auf '/, des 
Volumens eingeengt und auf Eis gegossen. Die waBrige Lésung wurde 
mit Chloroform extrahiert und dies nach dem Trocknen abgedampft. Der 
Riickstand krystallisierte beim Anreiben mit Alkohol und ergab nach dem 
Umkrystallisieren 50 mg eines Produktes vom Schmelzp. 210—211°, das mit 
Meso-inosit-hexa-acetat keine Schmelzpunktsdepression zeigte. 


) Amer. chem. Soc. 37, 1556 (1915). 
*) Die Schmelzpunkte sind unkorrigiert. 
*) Ausgefiihrt von Dr.-Ing. A. Schoeller, Berlin-Schmargendorf. 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
XLIX. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juni 1936.) 


Uber ein neues Oxydationsprodukt der Biliansdure, 
zugleich ein weiterer Beitrag 


. zur Beeinflussung von Salpetersdéureoxydationen durch Harnstoffzusatz. 


Die Ketolactamtricarbonsiiure C,,H,,NO, (I) geht, wie friiher 


| gezeigt wurde, bei tagelanger Einwirkung von Salpetersiure von 
| Raumtemperatur in die vierbasische Siure C,,H,,N,O,, tiber, die 
bereits auf anderem Wege erhalten worden war und der sehr 
| wahrscheinlich das Strukturbild II zukommt. Die Stellung der 
aus Ring B hervorgegangenen Gruppen: —COOH und —CONH, 
ist nicht sicher, sie miissen unter Umstinden ihre Plitze tauschen. 


Die Bildung von II aus I ist eine Wirkung nicht der Salpeter- 


| siiure, sondern der in dieser enthaltenen salpetrigen Saiure, denn 
sie 1iBt sich durch Harnstoffzusatz glatt verhindern. Wie man 


sich den Reaktionsmechanismus vorstellen kann, ist in der letzten 


_ Mitteilung?) erértert worden: es diirfte sich zunichst ein Isoni- 


trosoketon bilden, das dann eine Beckmannsche Umlagerung 


| erster oder zweiter Art mit nachfolgender Aufnahme eines Mole- 


kiils Wasser erfahrt. Im Falle der Umlagerung zweiter Art 
wiirde die Stellung der Siureamidgruppe eindeutig im Sinne des 
Struktursymbols II festgelegt sein. 

Die Ketolactamtricarbonsiure I leitet sich von Biliansiure ab, 
die sich von I nur dadurch unterscheidet, daB sie an Stelle des 
Lactamrings den Ketoring C (wie in Formel III) enthalt. Es lag 
nahe, auch die Biliansaéure selbst in ihrem Verhalten gegen Sal- 
petersiure von Raumtemperatur zu priifen. Bei in dieser Rich- 
tung angestellten Versuchen gelang nach anfinglichen Miferfolgen 





') Diese Z. 239, 137 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXLII. 6 
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die Isolierung eines krystallisierten Oxydationsproduktes unter | - 


den im Versuchsteil angegebenen Bedingungen. Der neue Kérper | 


erwies sich als eine vierbasische Siure, die Analyse ergab ferner, 
daB bei seiner Bildung ein Stickstoffatom in das Molekiil ein. 
getreten ist. Nach Kochen der Verbindung mit Salzsaure lief 
sich dieser Stickstoff in Form von Ammoniak nachweisen. Da 
der Ketoring C gegen Oxydationsmittel verhaltnismaBig bestindig 


ist, ist es sehr wahrscheinlich, daf die Methylengruppe des Keto. F- 
rings B in Reaktion getreten ist und mit in der Salpetersiure F 


enthaltener salpetriger Saiure eine Ketoximgruppe gebildet hat, 


Auch die weitere Verinderung des so entstandenen Isonitroso. 
ketons diirfte die gleiche sein, wie sie oben beim Ketolactam F 
kurz skizziert wurde. Fiir die Stellung der beiden aus Ring B f 


hervorgegangenen Gruppen gilt auch hier das oben Gesagte, 
Formel III gibt die eine Méglichkeit wieder. Bei der van Slyke- 
schen Amino- bzw. Amidstickstoffbestimmung lieferte die neue 
Verbindung bei 8stiindiger Versuchsdauer nur 55°/, des theo- 
retisch méglichen Stickstoffs. Daraus den SchluB zu _ziehen, 
daB der stickstoffhaltige Kérper aus einem Gemisch der Amid- 
siure mit der entsprechenden Nitrilsiure bestand, wiirde bei der 
anscheinend einheitlichen Beschaffenheit des Materials nicht ge- 
rechtfertigt sein. Mehr Wahrscheinlichkeit hat die Annahme, 


daB der Kérper bei der van Slykeschen Bestimmung sehr triige | 
reagiert, namentlich im spateren Verlauf der Reaktion. Es ist | 


ja bekannt, daB manche Siureamide im van Slykeschen Ver- 
such zur vollstiindigen Zersetzung eine lange Reaktionszeit be- 
ndtigen. Das Oxydationsprodukt') soll nach verschiedenen Rich- 
tungen weiter untersucht werden, dabei soll auch gepriift werden, 
ob unter besonderen Bedingungen bei der van Slykeschen Be- 
stimmung, etwa unter Anwendung der von Plimmer empfohlenen 
Modifikation, der Stickstoff der Substanz sich vollstindiger er- 
fassen laBt. — DaB die neue Verbindung eine der des K6rpers II 
ganz analoge Entstehungsweise hat, dafiir spricht insbesondere 
auch der Umstand, daB sich die Bildung von III, ebenso wie die 
von II, durch Zusatz von Harnstoff zur Salpetersiiure vollstindig 
verhindern 1aBt. 

Biliansiure liefert bekanntlich bei mehrstiindiger Kinwirkung 
von heiBer Salpetersiure (Dampfbadtemperatur) Biloidansiure (IV). 


Die Konzentration der verwendeten Salpetersiure kann dabel f 


1) Zur Bezeichnung ,,Oxydationsprodukt“ vgl. Diese Z. 239, 138 (1936) 
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| yerschieden sein. Bei Benutzung rauchender Salpetersiiure (D. 1,52) 
| fihrt nach H. Wieland und O. Schlichting!) der Weg von der 


Biliansiure zur Biloidansiure itiber die Zwischenstadien Cilian- 


stufen nicht entstehen lassen, denn Ciliansiure und Ciloidansiure 
lassen sich nicht einmal bei 10stiindigem Erhitzen mit Salpeter- 
siure (D. 1,4) in Biloidansiure iiberfiihren“?). Man konnte daran 
denken, daB die Ketoamidtetracarbonsiure III ein Zwischen- 
produkt bei der Oxydation von Biliansiure zu Biloidansiure 
durch heiBe Salpetersiure vom spez. Gew. 1,4 darstellt. Verbin- 
dung III wurde deshalb mit Salpetersiure (D. 1,4) mehrere 
Stunden auf dem Dampfbad erhitzt. Es bildete sich in der 
Tat ein Stoff, der mit Biloidansiure identifiziert werden konnte, 


_ die Ausbeute war aber sehr gering. Andere Oxydationsprodukte 
_ haben sich noch nicht isolieren lassen. Es ist deshalb nicht 
_ wahrscheinlich, daB bei Verwendung heiBer Salpetersiiure vom 
_ spez. Gew. 1,4 der’ Hauptweg von Biliansiure zu Biloidansiure 
_ iiber den Kérper III fiihrt, es diirfte sich aber wohl um einen 
_ Nebenweg handeln. 


Ks sind noch verschiedene Versuche zum Studium der Be- 
einflussung von Salpetersiureoxydationen durch Harnstoffzusatz 


 ausgefiilirt worden, sie zeitigten verschiedene Ergebnisse. Von 
_ diesen Versuchen sollen hier nur zwei angefiihrt werden, die mit 
_ Biliansiureoximlactam C,,H,,.N,O, bzw. mit der mit dem Oxim- 


247 "36 
lactam isomeren Ketolactamhydroxamsiure VI angestellt wurden. 


| Biliansiureoximlactam unterscheidet sich von dem Ketolactam I 
nur dadurch, daB es an Stelle der Ketogruppe in Ring B die 
_ Ketoximgruppe tragt. Salpetersiiure (D. 1,4) von Raumtemperatur 
 fiihrt das Oximlactam bei kurzer Einwirkungsdauer in den Ni- 
_ trosokérper C,,H,,N,O, (V) iiber, der dann bei tagelanger Reak- 


24°34 


- tionsdauer in das Lactamamid II sich verwandelt. Die Vorstufe 
_ des Lactamamids ist dabei sehr wahrscheinlich das Ketolactam I. 
In der letzten Mitteilung’) ist bereits ein Versuch angefiihrt 
_ worden, in welchem Salpetersiiure, der man Harnstoff zugesetzt 


hatte, die Bildung des Lactamamids teilweise verhinderte; das 


_ Reaktionsprodukt bestand allem Anschein nach aus einem 


’) Diese Z. 123, 224 (1922). 
*) Diese Z. 123, 223 (1922). 
*) Diese Z. 239, 135 (1986). 
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Gemisch von 45°/, Ketolactam und 55°/, Lactamamid. DaB keine 
volistiindige Verhinderung der Reaktion eintrat, diirfte darau{ 
zuriickzufiihren sein, da8 der Harnstoff beim Stehen in dem Ge. 
misch nicht in gleichmiBiger Verteilung bleibt und deshalb sal- 
petrige Saure, die wihrend der Reaktion neu entsteht, nicht 
quantitativ bzw. nicht im richtigen Augenblick abfangen kann, 
Es ist auch bereits darauf hingewiesen worden, daB sich diese; 
Ziel vielleicht besser durch dauerndes, Tage und Nichte lang 
fortgesetztes Schiitteln der Proben hatte erreichen lassen. Zur 
Priifung dieser Annahme ist die erste Teilreaktion des ganzen 
Vorgangs, also die Bildung des Nitrosokérpers V aus Biliansiure- 
oximlactam, die sich in kurzer Zeit (etwa 20 Minuten) vollzieht, 
in Gegenwart von Harnstoff bei 40 Minuten lang dauerndem 
Schiitteln untersucht worden. Das Reaktionsprodukt wies_ hier 
nur eine schwach griine Farbung auf, bestand also in der Haupt- 
sache aus unverindertem Oximlactam. Wurde das blaBgriine 
Produkt nunmehr mit Salpetersiure ohne Harnstoffzusatz zu- 
sammengebracht, so bildete sich eine intensiv blau gefarbte 
Loésung, die, in der iiblichen Weise weiterbehandelt, die bekannten 
blauen Krystalle des Nitrosokérpers V lieferte. Es war also in 
diesem Falle durch das Schiitteln der Probe mit Harnstoff eine 
sehr wesentliche Beeintrachtigung der Reaktion verursacht worden. 
— Anders verhielt sich die Ketolactamhydroxamsiiure VI. Diese 
Siure geht, wie friiher gezeigt, bei kurzdauernder Kinwirkung von 
Salpetersiure unter Zersetzung der Hydroxamsauregruppe in die 
Ketolactamtricarbonsiure I iiber. Als dieser Versuch unter im 
iibrigen gleichen Bedingungen bei Gegenwart von Harnstoff (40 Mi- 
nuten lang dauerndes Schiitteln) ausgefiihrt wurde, zeigte sich kein 
Unterschied gegeniiber dem friiher beobachteten Verlauf der Re- 
aktion, der Zusatz von Harnstoff war also hier ohne jeden Einflul, 

In den nachstehenden Formeln bedeutet die Klammer den 
AnschluB des Restes C,H,,- COOH. 
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COOH 
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Beschreibung der Versuche. 


1. Bilianséure und Salpetersdéure. Die benutzte Biliansiure war 
aus dem Dioxim hergestellt worden, als Salpetersiiure gelangte wieder die 
Handelsmarke vom spez. Gew. 1,4 zur Anwendung. 1,4 g Biliansiure wurden 
im Reagenzglas mit 10 cem Salpetersdure geschiittelt, im Laufe von 15 bis 
20 Minuten trat vollstindige Lésung ein. Die schwach gelb gefirbte Fliissig- 


 keit iiberlie8 man 42 Stunden lang sich selbst, eine Verinderung der Farbe 


lieB sich nicht feststellen, auch blieb die Lésung zuniichst vollstindig klar. 
Nach etwa 24 Stunden war eine minimale Gasentwicklung zu beobachten: 
feinste Blischen, die in langsamem Tempo vom Boden des Reagenzglases 
aufstiegen. Am folgenden Tage trat allmihlich eine Triibung bzw. eine 
geringfiigige flockig-gallertige Ausscheidung auf. Ohne Riicksicht hierauf 
zu nehmen, versetzte man die Fliissigkeit mit 280 ccm gesiittigter Kochsalz- 
lésung, wodurch eine weife Fillung erzeugt wurde. Das Gemisch wurde 
hierauf mit Ather ausgeschiittelt, der den gefiillten Stoff vollstindig aufnahm, 
die iitherische Lésung mit Natriumsulfat getrocknet und in eine Krystallisier- 
schale filtriert. Beim freiwilligen Verdunsten des Athers schieden sich all- 
mihlich farblose prismenférmige Krystalle aus, die meist in Form von 
kleinen sphirischen Drusen auf dem Boden und an den Wandungen der 
Schale sich festsetzten. Nach vollstiindigem Verdunsten des Athers war 
auBber den weiBen Krystallen eine kleine Menge einer farblosen lackartigen 
oder zih-sirupartigen Masse zuriickgeblieben. Der Riickstand wurde nun- 
me _ mit Ather angerieben, wobei der Lack bzw. Sirup in Liésung ging, 

e farblose Krystallisation aber ungelést blieb. Letztere wurde abgesaugt, 
mit Ather gewaschen und getrocknet. Die Ausbeute war etwas wechselnd 
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und betrug etwa 0,45 g. Bei einem Versuch, der 66 Stunden gedauert hatte, 
erhielf man aus 1,4 g Biliansiure 0,62 g des Oxydationsproduktes. Der 
neue K6rper zersetzt sich etwa 100° niedriger als Biliansiiure bei 175—180° 
Eine Probe wurde mit 20°/, iger Salzsiure 1 Stunde lang am RiickfluBkiihler 
gekocht, die klare braune Lésung zeigte beim Abkihlen eine Triibung, die 
auf Zusatz von wenig Wasser sich verstiirkte; nach dem Alkalisieren it 
starker Lauge, wodurch die Triibung wieder verschwand, lieB sich da; 
gebildete Ammoniak am Geruch und an der Bliuung von Lackmuspapier 
deutlich erkennen. Aus Wasser lift sich der neue Stoff nicht krystallisieren, 
er scheidet sich vielmehr immer in Form einer farblosen Gallerte ab. Orga. 
nische Krystallisationsmittel, auBer Ather, erwiesen sich bis jetzt als nicht 
geeignet. Fiir die Analysen wurde das Material bei 100—105° getrocknet, 
wobei es eine nur unbedeutende, gelbliche Verfirbung annahm. 


0,1916, 0,2130 g Subst.: 4,5 (20°, 754,9 mm), 5,1 cem N (18,5°, 759,9 mm), 
C,,H,;NO,, Ber. N 2,82 Gef. N 2,72, 2,80. 
Titration A wurde direkt, ohne Lésungsmittel, B mit 10 ccm 96 °/, igem 
Alkohol als Liésungsmittel vorgenommen; Phenolphthalein. 


A 0,1801 g Subst.: 14,17 cem n/10-NaOH; B 0,1812 g Subst.: 14,17 cem 
n/10-NaOH. 
C,,H;,NO,9 (vierbasisch) Ber. COOH 36,20 
Gef. ,, <A 35,42, B 35,20. 


Die van Slyke- Analysen’) nahm man in dem Apparat vor, der 
im Abderhaldenschen Handbuch der Biochemischen Arbeitsmethoden* 
beschrieben ist. Mit 100°/, ist die Stickstoffmenge bezeichnet, die sich aus 
der Substanz und der diquivalenten Menge salpetriger Siure maximal bilden 
kann. Die Zahlen beziehen sich auf feuchten Stickstoff. Versuchsdauer 
bei I: 4 Stunden 50 Minuten, bei Il: 8 Stunden. 


I. 0,2002 g Subst.: 4,75 cem N (20°, 760,6 mm); II. 0,2003 g Subst: 
5,4 ccm N (18,5°, 757,7 mm). 
Gef. I. 48°/, IL. 54,7). 


2. Bilianséure und Salpetersdure + Harnstoff. 0,5 ¢ Biliansiiure 
wurden mit 6 cem Salpetersiiure, der man 0,5 g Harnstoff zugesetzt hatte, 
30 Minuten lang geschiittelt (um die Biliansiure in Lésung zu bringen). 
Das Gemisch stand im ganzen 48 Stunden und die Lésung nahm dabei 
einen schwach gelblichen Farbton an. Dann wurde vom Ungeldsten ab- 
filtriert und das Filtrat mit 90 ccm Wasser gefillt. Der Filterriickstand 
war in kaltem Wasser klar léslich, bestand also lediglich aus Harnstofi 
bzw. salpetersaurem Harnstoff. Die durch Wasser erzeugte Fillung wog 
0,31 g und wies einen schwach rosa-briunlichen Farbton auf. Nach dem 
Umkrystallisieren aus heiBem Wasser resultierte eine schwach gelblich ge- 
fiirbte Krystallmasse, die aus Blattchen und langen flachen Prismen bestand. 
Zersetzungsp. 276° (Biliansiure: 276—277°. Auch die Titration des bei 
120° getrockneten und in 10 cem 96°/, igem Alkohol gelésten Stoffes ergab, 
daB das unveriinderte Ausgangsmaterial vorlag. 


1) Bei den van Slyke-Bestimmungen bin ich wieder von Herrn 
Dr. J. Reschke in dankenswerter Weise unterstiitzt worden. 
*) VI. Bd., S. 278 (1912). 
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i dingungen betrug die Versuchsdauer 68 Stunden 45 Minuten. 

war der Filterriickstand in kaltem Wasser klar lislich; die durch Wasser 
 erzeugte Fillung, die wieder schwach gefirbt war, wog 0,33 g. Umkrystalli- 
- sieren aus Wasser fiihrte zu Krystallen vom Zersetzungsp. 277°. Es handelte 
| sich also auch hier um unverindertes Ausgangsmaterial. 
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_ Herstellung des Kérpers VI nach der 43. Mitteilung®). 
_ brachte man mit 3 cem Salpetersdure, der 0,3 g Harnstoff zugesetzt worden 
_ Waren, zusammen und schiittelte das Gemisch 40 Minuten lang. 





Zur Kenntnis der Gallensiiuren. 


0,2008 g Subst.: 13,3 ecem n/10-NaOH. 


C,,H,,0, (dreibasisch) Ber. COOH 29,98 Gef. COOH 29,81. 


Bei einer Wiederholung des Versuchs unter im iibrigen gleichen Be- 
Auch hier 


3. Einwirkung heifer Salpetersaure auf das Oxydationsprodukt III. 
Der Kérper III wurde unter den gleichen Lbedingungen oxydiert, wie man 
seinerzeit Biliansiure in Biloidansiure iibergefiihrt hatte’). 1g der nach 
der oben gegebenen Vorschrift bereiteten Verbindung III brachte man mit 
7 cem Salpetersiiure (D. 1,4) zusammen. Beim Erwirmen auf dem Dampf- 
bad trat Lésung ein und es begann alsbald eine lebhafte Entwicklung von 
praunen Dimpfen. Die Gasentwicklung wurde spiiter schwicher; im ganzen 
dauerte das Erhitzen 4 Stunden. Die Filiissigkeit blieb dabei vollstindig 
klar (Biliansiiure liefert in dieser Zeit eine reichliche Ausscheidung), erst 
beim Abkiihlen trat Triibung und auf Zusatz von Wasser Bildung eines 


_ weiben Niederschlags ein, der nach lingerer Zeit abgesaugt wurde. Er 
| betrug seiner Menge nach nur wenig mehr als 4°/) des eingesetzten Aus- 
 gangsmaterials (bei Biliansiiure hatte die Ausbeute an einmal umkrystalli- 
_ siertem Reaktionsprodukt 11—15°/, betragen). 
 30°/, iger Essigsiure resultierten schéne Prismen, wie man sie auch aus 
' der Lésung notorischer Biloidansiiure in diesem Liésungsmittel erhiilt. Sie 
- schmolzen unter Zersetzung bei 228—229° und gaben bei der Mischprobe 


Beim Umkrystallisieren aus 


mit Biloidansiiure anderer Herkunft keine Depression. — Uber das oder 


die Produkte, die auBer Biloidansiiure bei der Einwirkung heifer Salpeter- 
_siure auf die Verbindung III entstehen, kann ich zurzeit noch keine be- 


stimmte Aussage machen. 


4, Biliansaure-oximlactam und Salpetersaure + Harnstoff. 0,5¢ 
Oximlactam wurden mit 6 ccm Salpetersiiure, der man 0,5 g Harnstoff zu- 
gesetzt hatte, 40 Minuten lang geschiittelt. Das Gemisch fiirbte sich dabei 
langsam schwach griin. Ohne auf den ungelésten Harnstoff Riicksicht zu 


_ nehmen, setzte man 190 ccm Wasser hinzu. Es entstand zuniichst eine klare 
_ Fliissigkeit, die beim Stehen eine krystallinische Masse absetzte. Die 
_ Krystallisation wurde am niichsten Tag abgesaugt, sie wog 0,35 g und war 
nur blaSgriin gefirbt, bestand also zum allergréBten Teil aus unveriindertem 
_ Oximlactam. Diese 0,35 g wurden dann in der iiblichen Weise mit 4,2 cem 
_ Salpetersiiure bei 20 Minuten Janger Reaktionsdauer in den intensiv blau 
_ gefiirbten Nitrosokérper V iibergefiihrt, wie bereits oben erwihnt wurde. 


5. Ketolactamhydroxamsaure VI und Salpetersaure + Harnstoff. 
0,4 g Substanz 


Trotz des 
Schiittelns trat hier alsbald, ebenso wie bei dem friiher ohne Harnstoffzusatz 


') Diese Z. 110, 169, 170 (1920). 
*) Diese Z. 226, 48 (1934). 
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ausgefiihrten Versuch’), eine lebhafte Reaktion unter stiirmischer Entwick. 
lung nitroser Gase ein, auch war hier, ebenso wie damals, eine Hellgriin. § 


firbung unbekannter Ursache zu beobachten. Auf Zusatz von 45 cen 
Wasser bildete sich beim Stehen eine derbe zusammenhingende Krystall. 
masse, die, nach lingerer Zeit abgesaugt, 0,125 g wog. Man versuchte, 
diese Krystallmasse durch Umkrystallisieren aus heiBem Wasser in dic 
Nadelform des Ketolactams I iiberzufiihren. Beim Erkalten gab aber die 
Lésung lediglich eine starke diffuse Triibung, die beim lingeren Stehen in 


die charakteristischen, kleinen, glinzenden, kompakten Krystalle des Keto. § 


lactams iiberging. DaB die Herstellung der ,,Nadeln“ nicht gelang, ist nacl 


friiheren Erfahrungen nicht befremdend, da sich die ,,kleinen Krystalle’ — 
des Ketolactams nur dann in die ,,Nadeln“ tiberfiihren lassen, wenn sic § 


den geniigenden Reinheitsgrad besitzen. Gegebenenfalls muB die Reinigung 
nach der in der 47. Mitteilung*) erwiihnten Methode vorgenommen werden. — 
Die Eisenreaktion fiel bei den erhaltenen Krystallen negativ aus, ein Zeichen 
dafiir, daB die Hydroxamsiiuregruppe zersetzt worden war. 


Die vorliegende Arbeit ist z.T. mit Mitteln der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft, der ich hierfiir zu Danke verpflichtet 
bin, ausgefiihrt worden. 


1) Diese Z. 226, 49 (1934). 
*) Diese Z. 237, 110 (1935). 
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Bei der Behandlung des Vitamins mit saurer Sulfitlésung tritt eine 
glatte Spaltung ein nach der Gleichung: 


C,,H,,ON,SCl, + Na,SO, —> C,H,ONS + C,H,0,N,S + 2NaCl 


Das basische Spaltstiick C,H,ONS laBt sich oxydieren zu 
einer Siure C,H,O,NS, die Windaus und Mitarbeiter”) schon 
friher aus dem Vitamin durch vorsichtige Oxydation mit Sal- 
petersiure erhalten hatten. Williams’) konnte zeigen, daB es 
sich um die 4-Methylthiazol-5-carbonsiure handelt und daB dem 
basischen Spaltstiick die Formel IT zukommt. 


C,H, 
( 
0-8, It N -—S0,H 
Hye CH, . CH,OH He b_nu, 
~— 4 


Das andere Spaltstiick C,H,N,O,S enthailt den Schwefel des 
Sulfits, es ist eine starke Saiure; durch Erhitzen mit Salzsiure 
wird eine Aminogruppe durch OH ersetzt. Williams vermutet, 
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daB diese Verbindung ein Pyrimidinderivat ist und erteilt ihy | - 


die Formel ITI. 

Die Verkniipfung der beiden Spaltstiicke durch das quartiire 
Stickstoffatom des Thiazols steht nach neueren Untersuchungen 
mit den Kigenschaften des Vitamins in Kinklang. Ferner ist die 
Konstitution des Thiazolringes im Vitamin durch die Synthese 
der Verbindung II bestiatigt, so daB die Formel I bis auf den 
Pyrimidin-Anteil als gesichert gelten kann. 

Vor einiger Zeit haben Windaus, Tschesche und Grewe‘ 
eine 2-siurige Base von der Zusammensetzung C,H,,N, beschrieben, 
die man durch vorsichtige Oxydation mit Bariumpermanganat aus 
dem Vitamin erhalten kann. Nach der Vitaminformel I miiBte sie 
ein Athyldiaminopyrimidin (Formel IV) sein. Auch wir haben 


C,H, CH, 
| | 
0 C 
y ~— aa r a 
IV N  C—NH, \ N  OC—NH, 
| 
HC OC—NH, H,C—C O—NH, 
\Z \Z 
N N 
CH, 
| 
C CH 
i, i, 
VI N  C—CH,-NH, Vil N C—CH,-NH, 
| | | | 
HC C—NH, H,c—C C—NH, 
a yy 


seinerzeit vermutet, daB die Base ein Derivat des Pyrimidins isi; 
wir hielten es aber fiir unwahrscheinlich, daB sie eine Aethyl- 
gruppe enthilt. Verschiedene Griinde (a. a. O.) fiihrten uns dazu, 
in ihr zwei Methylgruppen und zwei benachbarte Aminogruppen 
anzunehmen entsprechend FormelV. Japanische Forscher [Makino 
und Imai)] haben zu unserer Arbeit bemerkt, daB die von uns an- 
gefiihrten Argumente nicht die Méglichkeit einer —CH,-NH,—- 
Gruppierung ausschlieBen. Wir sahen indessen von einer Erérterung 
der beiden sehr wohl diskutierbaren Formeln VI und VII ab, weil 
das vorliegende experimentelle Material nicht ausreichend erschien. 
Robinson und Tomlinson §) haben inzwischen einige 4,5-Diamino- 
pyrimidinderivate beschrieben und gefunden, daB sie mit Phen- 
anthrenchinon in normaler Reaktion Farbstoffe vom Typus des 
Phenazins liefern, wiihrend die aus dem Vitamin gewonnene Base 
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mit Phenanthrenchinon nicht reagierte. Die englischen Forscher 


 stellten auch das Athyldiaminopyrimidin (1V) dar; es ist von 


ynthese § 
uf den : 


rewe') 
rieben, 
at aus 
Bte sie 
haben 


8 1st; 
ethyl- 
dazu, 
Ippen 
kino 
§ al- 





l,—- 
rung 

well 
hien. 
nino- 
hen- 

des 


Base 








i dem Abbauprodukt aus dem Vitamin verschieden. 


Die Entscheidung unter den noch verbleibenden Formeln V 


; bis VIL habe ich durch Synthese herbeizufiihren versucht, Es 
geigte sich, daB in den leicht zuginglichen 5-Halogen-4-amino- 


pyrimidinen das Halogen so fest gebunden ist, daB es auf keine 
Weise durch andere Reste ersetzt werden kann, Ahnliche Be- 


-obachtungen sind in der Literatur hiufig beschrieben. Ich habe 


deshalb versucht, andere geeignete Pyrimidinderivate mit reaktions- 
fihiger Gruppe am C-Atom 5 darzustellen. 

Durch Kondensation von Malonsiiureestern mit Amidinen er- 
hilt man Derivate des 4,6-Dioxypyrimidins. Bei Verwendung von 
«,-ungesittigten Malonsiuren war jedoch ein anderer Reaktions- 
verlauf zu erwarten, denn schon Fischer’) hat gezeigt, dab «,(-un- 
gesiittigte Carbonylverbindungen sehr leicht mit Harnstoff unter 


- Bildung von Dihydro-pyrimidinen reagieren, Auch Johnson) und 


- Ruhemann®) konnten auf dhnlichem Wege Pyrimidin-5-carbon- 


' siuren darstellen.: In der ‘Tat lieferte die Kondensation von 


Athylidenmalonester mit Acetamidin 2,6-Dimethyl-4-Oxy-5-carb- 


- ithoxy-5,6-dihydropyrimidin (VIII). Dieses li8t sich mit Brom 


unter geeigneten Bedingungen zum entsprechenden Pyrimidincarbon- 
ester IX dehydrieren: Verseifung von LX und Erhitzen der er- 


_haltenen freien Siure fihrt zum bekannten 2,6-Dimethyl-4-oxy- 
pyrimidin, die Behandlung mit Phosphoroxychlorid fihrt zum 


4-Chlorpyrimidinderivat, welches schon in der Kalte mit Ammoniak 
in 2,6-Dimethyl-4-aminopyrimidin-5-carbonsiureester (X) tibergeht. 


H CH, CH, CH, 
Y 
i DH ™ “~~, 
: °<Cooc.H, : ‘ieebaeda N C—-COOC,H, 
eae SOO H,c—C C—OH H.c—C C—N 
“ye ~uae 
N VIII 5 & N x 


Es zeigte sich jedoch, daB die Carbithoxygruppe in den 
erhaltenen Verbindungen recht reaktionstriige ist. Unter den ver- 
schiedensten Bedingungen gelang es nicht, aus ihnen die zu- 
gehérigen Siureamide bzw. -hydrazide darzustellen. Auch die 
freien Carbonsiuren reagieren nicht mit NH,. 

Bei der fihertragung der Synthese auf ungesiittigte Dinitrile 
miiBte man bei analogem Reaktionsverlauf Derivate des 4-Amino- 
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5-cyanpyrimidins erwarten, die im Hinblick auf die Darstellung f 
von Diaminen vom Typus VI oder VII von besonderem Interesse f 


sind. Vereinigt man die alkoholischen Liésungen von Athoxy- 
methylenmalonitril und Acetamidin, so erstarrt das Gemisch so- 


fort unter Bildung einer krystallisierten Verbindung C,H,N,, der f 


H H 
C C 
, i 
N O—C=]=N _. 1 C—CH,-NH, 
| | | | 
H,C—C C—NH, H,C—C C—NH, 
en” il —— 
N XI N VII 


die Konstitution XI zukommen muf. Bei der katalytischen 
Hydrierung mit Palladium-Kohle werden glatt 2 Mole Wasserstofi 
aufgenommen. Das Reduktionsprodukt hat die Zusammensetzung 
C,H,)N,; man muB ihm die Formel VII zuschreiben. Seine nahere 
Untersuchung ergab, daB es in allen Kigenschaften mit der aus 
dem Vitamin B, gewonnenen Verbindung O,H,,N, identisch 


ist. Damit hat die Annahme eines Pyrimidinringes im Vitamin f 


auf synthetischem Wege eine Bestiitigung erfahren; gleichzeitig 
ist die Anordnung der Substituenten eindeutig festgelegt, so dab 
fiir das antineuritische Vitamin folgende Formel (XII) als véllig 
gesichert gelten kann. 





H 
C Cl 
a 
_ N : cH, —N—C—CH, 
1 
H,C—C C—NH, HU  C—CH,-CH,OH 


Dieses Ergebnis habe ich noch weiter dadurch zu erhirten 
vermocht, indem ich das von Williams’) aus dem Vitamin ge- 
wonnene Pyrimidinderivat C,H,N,O,S auf synthetischem Wege 
bereitete. Wie man mit Sicherheit sagen kann, wird dieser Siure 
nicht die von Williams vorgeschlagene Formel III, sondern die 
Formel XIV zukommen. Wenn man die seitenstindige Amino- 
gruppe des Diamins VII durch Brom ersetzt, so erhilt man die 


H H 
C C 
ie, ZN 
: C—CH,:Br se N C—CH,-SO,H 
| | | 
H,C—C O—NH, H,C—C C—NH, 
a ar 


N XIll N XIV 
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tellung f Verbindung XIII, welche durch Erhitzen mit saurer Bisulfitlésung 

teresse — jin XIV thberfiihrt werden kann. Die Sulfosiure XIV ist wie er- 

thoxy- — wartet mit dem Abbauprodukt aus dem Vitamin identisch. 

ch so- In der 4. Mitteilung*) wurde auf die Konstitution des von 

'y der — R. Kuhn aus Hefe isolierten Farbstoffes, des Thiochroms, ein- 
segangen. Die dort entwickelte Vorstellung von der Thiochrom- 
bildung aus dem Vitamin wird durch die neuen Ergebnisse in ihren 
wesentlichen Punkten nicht beriihrt; bei Anwendung des Reaktions- 
schemas auf die nunmehr feststehende Vitaminformel XII kommt 
man zu XV als einzigem Ausdruck fir das Thiochrom. 





H 
; C CH 
ischen / Pen 
XV . | 
tzung | | | | 
i 7 H,C—C C C C—CH,-CH,OH 
aihere ti ee ae 
r aus a: hm’ 8 
tisch Uber die Konstitution des friither*) beschriebenen Abbau- 


tamin — produktes C,H,,N,O, kann ich noch keine bestimmte Aussage 

zeitig f machen. Es ist jedoch wahrscheinlich, daf die in der 4. Mittei- 

o daB — lung*) wiedergegebene Formel richtig ist. 

vollig Als die Arbeiten soweit fortgeschritten waren und ich, aus- 
sehend vom Diaminopyrimidin VII, die Synthese des Vitamins in 
Angriff nahm, teilte Herr Prof. Windaus meine Ergebnisse Herrn 
Prof. Hérlein in Elberfeld mit. Aus seiner Antwort erfuhren wir 
dann, daB die Herren Dr. Andersag und Dr. Westphal bereits 
vor einigen Monaten im wissenschaftlichen Laboratorium des 
Elberfelder Werks der I. G. Farbenindustrie A.-G. die Synthese des 
Vitamins B, (Formel XII) auf einem ahnlichen Wege durchgefiihrt 


irten und zu Patent angemeldet haben. Da der Konstitutionsbeweis 
Nn ge- des Vitamins B, damit endgiiltig erbracht ist, habe ich keine 
Wege — weiteren Versuche mehr unternommen. 

Saure 

rn die Herrn Prof. Windaus, als dessen Privatassistent ich diese 
sitno- Untersuchungen ausfiihren durfte, bin ich fiir seine Anregung und 
5 die Férderung der Arbeit zu besonderem Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche. 


2,6-Dimethyl-4-oxy- 5, 6-dihydropyrimidin - 5- carbonsaureathylester 
(VIII): Eine alkoholische Lisung von freiem Acetamidin (bereitet 
aus dem Hydrochlorid mit der berechneten Menge Natriumithylat) 
wird mit 1 Mol Athylidenmalonester mehrere Stunden auf dem 
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Wasserbade zum Sieden erhitzt, eingedampft, in Wasser auf. | 
genommen und mit Ather ausgeschiittelt. Man dampft die wiBrige f 


Schicht zur Trockne, nimmt in Alkohol auf und fallt einige be; 
der Kondensation entstandene Nebenprodukte mit 3—4 Volumteilen 
Ather. Nach 1 stiindigem Stehen wird abfiltriert und die basische 
Substanz, die man nach dem Eindampfen der Lisung erhilt, in 
das Hydrochlorid iiberfiihrt. Dieses wird mit wenig Aceton ge. 
waschen und aus Alkohol umkrystallisiert. Man erhilt farblose 
Nadeln vom Zersetzungsp. 205° in einer Ausbeute von etwa 


50°/, d. Th. Das Salz ist leicht léslich in Wasser und Methanol, f 
schwerléslich in Aceton und Ather. Durch Kochen mit verdiinnter Ff 


Salzsiiure gewinnt man aus ihm die freie Siure vom Schmelzp. 294! 
unter Zers. (aus Wasser—Aceton). 


4,451 mg Subst.: 7,500 mg CO,, 2,540 mg H,O. — 2,995 mg Subst. 
0,279 ccm N, (25°, 763 mm). — 2,536 mg Subst.: 2,500 mg AgJ. 
C,H,,N,0,C1 Ber. C 46,08 H643 N 11,93  OC,H, 21,30 

Gef. ,, 46,00 ,, 6,38  ,, 10,71 » —«:18,91. 


2, 6-Dimethyl-4-oxy-5-carbaithoxypyrimidin (1X): Kine Lésung des 
Esters (VIII) in Pyridin wird mit Chloroform verdiinnt, auf 0° 
abgekiihlt und tropfenweise mit einer verdiinnten Lésung von 
2 Atomen Brom in Chloroform versetzt. Man dampft im Vakuum 
zur T'rockne und extrahiert den Riickstand mit siedendem Aceton 
oder Benzol. Beim Abkiihlen krystallisiert der Ester in langen 
verfilzten Nadeln vom Schmelzp. 164°. 


5,000 mg Subst.: 10,105 mg CO,, 2,770 mg H,O. — 3,042 mg Subst.: 
0,382 cem N, (25°, 753 mm). — 2,771 mg Subst.: 3,160 mg Agu. : 
C,H,,0;N, Ber. © 55,07 H 6,17 N 14,28 OC,H, 22,94 
Gef. ,, 55,12 , 6,20 ,, 18,19 » 21,88. 


Die Substanz ist léslich in Wasser, Methanol, Athanol und 
Chloroform, ziemlich léslich in Aceton, Essigester und Benzol, 
schwerlislich in Ather und Petrolither. Durch Verseifen mit 
konzentrierter Salzsiure erhilt man die freie Siure, die aus Wasser 
umkrystallisierbar ist und sich bei etwa 220° unter Abspaltung 
von CO, zersetzt. Aus ihr gewinnt man den Methylester, der aus 
Benzol in derben Nadeln krystallisiert, vom Schmelzp. 160—162°. 

4,639 mg Subst.: 8,960 mg CO,, 2,330 mg H,O. — 2,160 mg Subst.: 
0,292 cem N, (25°, 769 mm). — 3,729 mg Subst.: 4,605 mg AgJ. 

C,H, .N,05 Ber. © 52,75 H5,49 N 15,39 OCH, 17,0 
Gef. ,, 52,68  ,, 5,62 ,, 15,67  —a 

2, 6-Dimethyl-4-amino-5-carbiithoxypyrimidin (X): 5 g des Athyl- 

esters (IX) werden mit tiberschiissigem Phosphoroxychlorid 1 Stunde 





a a 
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or auf- — zum Sieden erhitzt; man dampft die klare Lésung im Vakuum 
vaBrige f zur Trockne, fiigt Kisstiickchen hinzu und schiittelt mit Chloro- 
ige bei f form aus. Nach dem Eindampfen der trocknen Chloroformlésung 
mteilen f bleibt ein gelblich gefiarbtes Ol, welches man mit alkoholischem 
asische f Ammoniak im geschlossenen Rohr auf 80—100° erwirmt. Nach 
lt, in — dem Abdampfen des Rohrinhaltes extrahiert man den Riickstand 


on ge- — mit Chloroform, dampft die Lésung ein und krystallisiert aus 
arblose wenig Wasser um. Der Ester schmilzt bei 129°. — Die Ausbeute 
etwa — ist quantitativ. 
thanol, § 5,051 mg Subst.: 10,265 mg CO,, 3,080 mg H,O. — 2,659 mg Subst.: 
iinnter 0,501 cem Ny, (24°, 758 mm). — 3,770 mg Subst.: 4,370 mg AgJ. 
». 294! C,H,sN,0, Ber. C 55,35 H 6,71 N 21,53 OC,H, 23,06 
Gef. ,, 55,43 ,, 6,82 ,, 21,60 ~ wah 
Subst.: 2-Methyl-5-cyan-4-aminopyrimidin (XI): Man vereinigt die alko- 
holischen Lésungen von freiem Acetamidin (wie oben bereitet) und 
; “ Athoxymethylenmalonsiiure-dinitril, filtriert das Reaktionsprodukt 
8,91. 


ab und krystallisiert aus Methanol um: farblose Nadeln vom 
ng des F Schmelzp. 249°. 


aut 0" 3,037, 2,879 mg Subst.: 6,04, 5,72 mg CO,, 1,21, 1,14mg H,0. — 
e von 1,988, 1,885 mg Subst.: 0,721 (23°, 742 mm), 0,675 ccm N, (21°, 743 mm). 
vxkuum C.H,N, Ber. C 53,7 H 4,48 N 41,8 
\ ceton Gef. ,, 54,2, 54,2 ,, 4,46, 4,41  ,, 40,8 40,6. 
angen Die Substanz ist miBig léslich in siedendem Wasser, Alkohol, 
Aceton und Benzol, leichtléslich in verdiinnten Siuren und Eis- 
Subst.: essig. Das Pikrat krystallisiert aus Wasser in derben Nadeln 
' yom Zersetzungsp. 208°. 
2,94 5,065 mg Subst.: 7,380 mg CO,, 1,170 mg H,O. — 3,155 mg Subst.: 
1,88. 0,738 cem N, (25°, 759 mm). 
1 und [ C,H,N, - C,H, N,0, Ber. C 39,65 H 2,50 N 27,00 
enzol, Gef. ,, 39,74 ,, 2,58  ,, 26,76. 
1 mit 2-Methyl-4-amino-5-aminomethylpyrimidin (VII): Man list das 
‘asser Cyanpyrimidin (XI) in Kisessig, leitet trocknes Salzsiuregas ein, 
Itung — tiigt die gleiche Gewichtsmenge Palladiumkohlekatalysator hinzu 
r aus und schiittelt mit Wasserstoff. Nachdem 2 Mole Wasserstoff auf- 
162°. genommen sind, verdiinnt man mit dem gleichen Volumen Wasser 
ubst.: (um geringe Mengen des evtl. ausgefallenen Reduktionsproduktes 
in Lisung zu bringen), filtriert vom Katalysator ab und dampft 
0 im Vakuum zur Trockne. Das verbleibende Salz wird aus Methanol— 
32. Ather oder besser durch Lésen in einer méglichst geringen Menge 
thyl- — Wasser und Zufiigen von absolutem Alkohol gereinigt: Schmelz- 


unde punkt 262° (unter Zers.). Zur Analyse bereitet man das Pikrat, 
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welches aus Wasser in schénen, perlmutterglinzenden Blattchen 
vom scharfen Zersetzungsp. 224,5° (nicht korr.) erhalten wird. 
Die Eigenschaften dieser Verbindung stimmen mit denjenigen des 
von Windaus beschriebenen Abbauproduktes C,H,,N, tiberein. 


5,121 mg Subst.: 6,800 mg CO,, 1,260 mg H,O. — 2,750 mg Subst.: 
0,547 eem N, (24°, 759 mm). 
C,H, N, - 2 C,H,N,0; Ber. C 36,23 H 2,71 N 23,49 


Gef. ,, 36,21 ,, 2,75 ,, 22,88. 


2-Methyl-4-amino-5-pyrimidylsulfonsiure (XIV): Man lost den 
Bromkérper (XIII) in Wasser und fiigt unter gleichzeitigem Ein- 
leiten von iiberschiissigem SO, festes Natriumbisulfit bis zur 
Sittigung hinzu. Sodann wird das Gemisch im geschlossenen 
Rohr (méglichst geringer Gasraum) allmaihlich auf 100° erwirmt. 
Nach 2 Stunden hat sich in guter Ausbeute eine schwerlésliche 
Verbindung abgeschieden, die durch Lésen in verdiinntem Ammo- 
niak und Zusetzen von verdiinnter Essigsiure umkrystallisiert wird. 
Die Substanz bleibt beim Erhitzen bis 350° unveriindert; sie hat 
die Kigenschaften des Williamsschen Spaltproduktes C,H,O,N,S. 


4,850 mg Subst.: 6,315 mg CO,, 1,970 mg H,O. — 2,883 mg Subst.: 
0,483 cem Ny, (21°, 753 mm). — 10,074 mg Subst.: 11,510 mg BaSQ,. 
C,H,0,N,S Ber. C 35,44 H 4,46 N 20,68  S 15,78 


Gef. ,, 35,51 ,, 4,54 ,, 19.28 ,, 15,70. 
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Octaacetyl-chitobiose aus Kafern. 


Von 
L. Zechmeister und I. Pinezési. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Pécs, Ungarn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1936.) 


Wie Krebs- und Pilzchitin’), lassen sich auch Priparate aus 
kifern zu Chitobiose-octaacetat abbauen. Wir wihlten als 
Ausgangsmaterial die Fliigeldecken der Maikifer (Melolantha vul- 
saris) deren Chitin schon von A. Odier’), dargestellt worden ist 
und ferner Fliigel, Brust und Kopf von Canthariden [Lytta vesi- 
catoria’)}, Der Stickstoffgehalt des Maikiferchitins betrug 6,24°/.. 
Die Acetolyse fiihrte hier glatt zu einem reinen Endprodukt, 
wihrend unser Cantharidenchitin nur 5,6°/, N enthalt und ein 
Octaacetat liefert, das gut krystallisiert, jedoch von einem Fremd- 
stoff begleitet wird. In ahnlichen Fallen empfiehlt es sich, die 
saurep Gruppen mit Alkalimethylat abzuspalten, zwecks Vornahme 
einer Reacetylierung. Man gewinnt dann analysenreines Chito- 
hiose-octaacetat. 

Werden kiaufliche, getrocknete Canthariden (ohne vorherige 
Verarbeitung auf Chitin) einer Acetolyse unterworfen, so erscheint 
eine krystallinische Verbindung, die von Octaacetyl-chitobiose ver- 
schieden ist. 


Versuche. 


Maikafer. Die Filiigeldecken von 1150 Tieren (95 g) wurden 
bis zur negativen Proteinreaktion der Lisung mit 3°/,igem Natron 
wiederholt ausgekocht, gewaschen und das Kochen mit 1°/, iger 


') M. Bergmann, L. Zervasu. E. Silberkweit, Ber. chem. Ges. 64, 
2436 (1931); L. Zechmeister u. G. Toth, Ber. chem. Ges. 64, 2028 (1981), 
69, 161, 1706 (1932); Diese Z. 223, 53 (1934). — In der letztgenannten Arbeit 
sel ein Druckfehler berichtigt: S. 55, Zeile 12 v. u. richtig 0,09 g, statt 0,9; 
Zeile 11 v. u. 0,06 g statt 0,6. 

*) Mém. Soe. Hist. nat. Paris 1, 35 (1823). 

*) D. H. Wester, Arch. Pharmaz. 247, 282 (1909). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLII. 
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Salzsiure weitere 4 Stunden fortgesetzt. Nun folgte das Kinlegen 
iu 2°/,iges Permanganat') wihrend 8 Stunden, worauf wir das 
ausgewaschene Material nach dem ‘T'rocknen vermahlten. Das 
feine Pulver wurde nun, wie iiblich, in 1°/,ige Oxalsiure gelegt, 
mit lauwarmer, verdiinnter Salzsiiure geschiittelt, schlieBlich ge- 
waschen, in Weingeist entwiissert und mit Ather ausgekocht. 
SchneeweiSes Chitin, Ausbeute 22 g. 


Gef. N 6,24, Asche 0,95. 


Die Acetolyse wurde nach Bergmann und Mitarbeitern vor- 
genommen: 10 g Chitin, 50 ccm Acetanhydrid und 7 ccm konzen- 
trierte Schwefelsiure lieferten schlieBlich 2,07 g farblose Nadeln, 
die bei 302° (korr., Berl-Block) schmelzen. Mischschmelzpunkt 
mit einem, aus Krebspanzer gewonnenen Priparat 298°. 

0,0418 g Subst.: 12,30 cem 0,01 n-HCl (Kjeldahl). — 0,1133, 0,2185 ¢ 
Subst. in 9,825 g Eisessig (k = 3,07): 4 = 0,053°, 0,103° (ebullioskopisch). 
CosHy017Ne Ber. N 4,14 M676 Gef. N 4,12  M 668, 663, 

[a]2° = + (100 x 0,30% : (0,5 x 1,093) = + 55° (in Eisessig). 


Canthariden. 560 ¢ kiiufliche Ware wurden grob vermahlen 
und von feineren Partikeln durch Sieben befreit. Die Chitin- 
ausbeute betrug 25 g. Hellgrau; N-Gehalt 5,61°/,. Die Acetolyse 
(5 g Subst., 25 com Acetanhydrid, 3,5 ccm konzentrierte Schwefel- 
siiure) lieferte 0,8 g an schénen Nadeln, mit dem richtigen Stick- 
stofigehalt: 

0,0411 g Subst.: 11,80 cem 0,01 n-HCl (Kjeldahl). — 0,0857, 0,1622 ¢ 
Subst. in 10,97 g Eisessig: 4 = 0,037°, 0,074° (ebullioskopisch). 
CysH,,01;N2 Ber. N 4,14 M 676 Gef. N 4,03 M 648, 613. 


Dieses Priparat gab mit einer Vergleichssubstanz eine be- 
deutende Depression des Schmelzpunktes (20—25°) und ferner 
lag die spezifische Drehung viel zu niedrig. Nachdem Umkrystalli- 
sationen nicht zum Ziele fiihrten, haben wir 0,18 g des Praparates 
in 2 ccm Chloroform gelést und, nach Zusatz von 2 ccm Natrium- 
methylatlisung (20 mg Na pro ccm), die Fliissigkeit 20 Minuten 
bei Kiskilte aufbewahrt. Man verdiinnte nun mit Eiswasser und 
dampfte nach Zusatz von 1,5 ccm 30°/,iger Essigsiiure die waBrige 
Schicht im Vakuum ein. Der Riickstand wurde 4 Tage lang mit 
Pyridin + Acetanhydrid behandelt und die in Kiswasser gegossene, 


1) E. Scholl, Mh. Chem. 20, 1023 (1908). 
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Octaacetyl-chitobiose aus Kiifern. 99 
neutralisierte Lésung mit Chloroform ausgezogen. Der Abdampf- 
riickstand des getrockneten Extraktes liste sich in etwas Methanol 
und gab mit Ather eine farblose Fillung, welche aus Methanol 
+ Ather umkrystallisiert wurde. SchneeweiBe Nadeln, Ausbeute 
0,14 g, Schmelzp. und Mischschmelzp. 300° (korr.). Drehung in 
Hisessig: 
(a]2° = + (100 x 0,19°) : (1 x 0,360) = + 53°. 


Die direkte Acetolyse von 100g trockenen Gesamtcanthariden 
lieferte nach mehrmonatlichem Stehen der Endlésung weiBe 
Krystalle, welche wie Octaacetyl-chitobiose aussahen und iihnliche 
Lislichkeit zeigten. Ausbeute 0,18 g. Schmelzpunkt (nach dem 
Umkrystallisieren aus Methanol + Ather): 308—310° (korr.), Misch- 
schmelzpunkt mit einem Priparat aus Krebsen (Schmelzp. 305°): 
vegen 255° (unscharf). 
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Uber die Struktur einfacher Nucleinsiuren. IV’). 
Furfurolbestimmungen in Pyrimidylsauren. 


Von 


H. Steudel. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juni 1936.) 


Die Methode der Furfurolbestimmung nach W. S. Hoffman ”) hat 
sich als recht geeignet erwiesen, um die einfachen Nucleinsiuren vom h- und 
t-Typus*) und damit die Stellung der Phosphorsiiure im Molekiil zm 
definieren. Wihrend z. B. die h- und die t-Adenylsiure sich weder durch 
ihre Krystallform, ihren Schmelzpunkt und im Drehungsvermégen vonein- 
ander unterscheiden, kann man sie durch die Furfurolbestimmung nach 
Hoffman selbst in kleinen Mengen gut charakterisieren: die h-Siure 
liefert sehr viel mehr Furfurol als die t-Siure. Es sollten nun auch die 
beiden Cytosylsiuren, die man aus der Allonucleinsiiure und aus der Heie- 
nucleinsiure erhalten kann, auf ihr Verhalten bei der Furfuroldestillation 
nach Hoffman gepriift werden. Dabei fand sich aber, daB beide Siuren 
unter den gegebenen Bedingungen iiberhaupt kein Furfurol abspalteten. Ebenso 
verhielt sich dieUracylsiure aus Hefenucleinsiiure. Bei derPentosenbestimmung 
nach Tollens dagegen wurde bei der Cytosylsiiure der verlangte Wert erhalten, 
ebenso wie dies schon bei den beiden Adenylsiuren gefunden worden war. 

Worauf dieses Verhalten der beiden Pyrimidylsiuren beruht, ist ohne 
weiteres nicht mit Bestimmtheit zu sagen. Es ist bekannt, daB die Pyri- 
midinkérper fester an die Zuckerkomponente der Nucleinsiuren gebunden 
sind als die Purinkérper; das hat auch Hoffman bei der Untersuchung 
der Pentoside mit seiner Methode bestiitigt. Es kénnte also diese testere 
Bindung die Furfurolbildung unter den Bedingungen von Hoffman ver- 
hindern. Es besteht aber auch die Méglichkeit, daB die Phosphorsiiure in den 
Pyrimidylsiuren eine andere Stellung am Zucker hat als in den Purylsiuren. 
DaB es sich bei den Pyrimidylsiiuren iiberhaupt um eine andere Zuckerkom- 
ponente als in den Purylsiuren handelt, ist wohl nicht anzunehmen. Welche 
von den Mdglichkeiten in Frage kommt, wird sich erst entscheiden lassen, 
wenn dieVersuche an gréBerenMengen vonMaterial ausgefiihrt werden kénnen. 

Im einzelnen verliefen die Versuche in folgender Weise: 

5,945 mg h-Cytosylsiiure gaben bei der Destillation nach Hoffman 
keine Firbung. 12,515 mg der gleichen Substanz gaben eine Spur Rot. 
firbung, die aber geringer war als die Fiirbung einer Vergleichslésung, die 
0,01 mg Furfurol enthielt und im Verhiltnis von 1:100 yerdiinnt war. 
Berechnet sind 29,70°/, Furfurol. 

10,905 mg t-Cytosylsiure ergaben bei der Destillation nur eine nicht 
bestimmbare Spur Furfurol. 

11,080 mg h-Uracylsiiure ergaben nichts. Dagegen lieferten 0,4419¢ 
h-Cytosylsiiure nach Tollens 0,1851 g Phloroglucid = 0,0987 g Furfurol. 
Das sind 22,34°/, Furfurol oder 93,20°/, der berechneten Menge. 

Es muB auffallen, daB bisher nur die t-Adenylsiure die einzige Siiure 
ist, die sich nicht wie ein Spaltprodukt der Hefenucleinsiure in bezug auf 
ihr Verhalten zu der hier benutzten Furfurolbestimmung verhilt. 


) I. Mitt., Diese Z. 190, 222 (1930); II. Mitt., Diese Z. 200, 82 (1931): 
III. Mitt., Diese Z. 216, 77 (1933). *) J. of Biol. Chem. 73, 15 (1927) 
*) Ich schlage vor es bei dieser Bezeichnung bewenden zu lassen, 2u- 
mal nach Fl68ner (Arch. f. exper, Path. 174, 246) ein Unterschied in der 
physiologischen Wirkung der beiden Adenylsiuren nicht besteht, die Be- 
zeichnung Ergadenylsiure also auch fiir die h-Adenylsiiure zutreffend wire. 
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Synthese des Urobilins (Urobilin-IX, ~) 

sowie der isomeren Urobiline-III,¢ und -XIII,«. 
Von 

Walter Siedel und Erhard Meier. 


Mit 17 Figuren im Text und auf Tafel I und IT. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Mai 1936.) 


Wihrend im normalen menschlichen Organismus der Weg des 


' Blutfarbstoff-Abbaues bzw. Umbaues iiber das Bilirubin schlieBlich 
' im Darmkanal zum Stercobilin fihrt, tritt unter pathologischen 
| Verhiltnissen im Harn noch ein weiterer bilirubinoider Farbstoff, 
' das Urobilin auf. 


Das Urobilin wurde im Jahre 1868 von Jaffé}) als roter 


Farbstoff in menschlicher Galle und in Hundegalle entdeckt und 


1869 auch im Harn nachgewiesen, und zwar mittels der charakte- 


 ristischen Fluorescenz-Reaktion mit Zinksalzlésungen. Wenige 
_ Jahre spaiter fanden Van Lair und Masius?) auch in den Faeces 


einen Farbstoff, der dem Urobilin dhnlich war; sie nannten ihn 
deshalb Stercobilin. 


Urobilinausscheidung wurde in der Folgezeit bei den verschiedensten 
Krankheitserscheinungen festgestellt*), so bei Scharlach, Tetanus, Malaria, 
Diabetes, Blutergiissen in das Gewebe, pernicidser Animie, Himoglobinurie, 
himolytischem Ikterus und bei Leberschidigungen, d. h. also hauptsichlich 
bei Krankheiten, die einen erhéhten Zerfall von roten Blutkérperchen zur 
Folge haben. 


Uber den Ort und die Art der Urobilinbildung wurden die 
verschiedensten Ansichten diskutiert, bis durch die Arbeiten von 
Friedrich Miller‘) die enterogene Theorie zur vorherrschenden 
wurde. Hiernach entsteht das Urobilin aus dem Bilirubin durch 


') Zbl. f. d. med. Wiss. 1868, 248; 1869, 177; Virchows Arch. 47, 405 
(1869). 

*) Zbl. f. d. med. Wiss. 1871, Nr. 24. 

*) Fr. Meyer-Betz, Die Lehre vom Urobilin; in Erg. inn. Med. 12, 
Berlin 1913. 

*) Jahresber. der schles. Ges. fiir vaterl. Kultur, Breslau 1892. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CCXLII. 8 
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einen FiaulnisprozeB im Darm. Diese Bildungsart lieB auch eine § 
Identitiit zwischen dem Urobilin des Harns und dem Stercobilin § 


der Faeces méglich erscheinen. Fr. Miller bewies dann durch 
Uberfiihrung von Bilirubin in Urobilin mittels Bakterien, dag 
Bilirubin in der Tat die Muttersubstanz des Urobilins ist. Von 
H. Kammerer?) sind diese Untersuchungen dann auf breiter 
Basis bestatigt worden. 

DaB weiter das Urobilin des Harns ein Sekundirprodukt ist 
und wahrscheinlich durch Oxydation aus dem Urobilinogen ent- 
steht, hat schon Jaffé vermutet. 

Strukturchemisch wurde das Urobilin zuerst von Hoppe- 
Seyler?) bearbeitet. Durch Reduktion des Himatins und Himo- 
globins mit Zinn—Salzsiiure erhielt er Produkte, die in ihren 
Eigenschaften dem Urobilin und dem Stercobilin ahnlich waren, 
Maly’) kam durch Reduktion von Bilirubin mit Natriumamalgam 
zu gleichartigen Substanzen. Wiahrend jedoch Malys ,,Hydro- 
bilirubin*® etwa 9°/, Stickstoff enthielt, fanden Hopkins und 
Garrod‘) im natiirlichen Urobilin nur etwa 4°/, Stickstoff. Hans 
Fischer), der 1911 die Arbeiten iiber Urobilin begann, konnte 
schon zu Anfang feststellen, daB das Urobilin Hopkins’ und 
Garrods den niederen Stickstoffgehalt einer Verunreinigung mit 
Cholesterin oder Gallensiiuren verdankt und da8 auch das bisher 
isolierte Harn-Urobilin keine einheitliche Substanz war. Er fand 
weiter, daB auch das Nenckische ,,Urobilin“ *) aus Hiaimopyrrol 
nicht identisch mit dem natiirlichen Urobilin ist. Da jedoch das 
Urobilin nicht krystallisiert erhalten wurde, konnte ein weiterer 
Fortschritt in der direkten Konstitutionsaufklirung des Urobilins 
nicht erzielt werden. 

Von groBer Bedeutung fiir die Konstitutionsforschung des 
Urobilins jedoch war der von H. Fischer und Meyer-Betz’') 
erbrachte Beweis der Identitit von Harn-Urobilinogen mit dem 
Mesobilirubinogen, das von H, Fischer 19115) durch Reduktion 
von Bilirubin mit Natriumamalgam dargestellt worden war. Fir 
Mesobilirubinogen und damit fiir Urobilinogen ist die Konstitution | 





1) Klin. Wschr. 3, 723 (1924); Dtsch. Arch. klin. Med. 141, 318 (1923). 

*) Ber. chem. Ges. 7, 1065 (1874). 

8) Liebigs Ann. 161, 368 (1871); 163, 77 (1872); Pfliigers Arch. 20, 
331 (1879); vgl. auch Disqué, Diese Z. 2, 259 (1878/79). 

4) J. of Physiol. 20, 112 (1896); 22, 451 (1897). 

5) Diese Z. 73, 204 (1911). 

®) Ber. chem. Ges. 34, 997 (1901). ) Diese Z. 75, 249 (1911). 
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' sichergestellt. Sie ist von H. Fischer und Mitarbeitern') durch 
| Abbaureaktionen, dann durch die Feststellung der direkten Ab- 
-stammung der Gallenfarbstoffe vom Himin durch W. Siedel und 


H. Fischer?), sowie durch die Synthese des Glaukobilins von 


|W. Siedel*) bewiesen. Da nun das Urobilin beim Stehen des 
-Harns an der Luft aus dem Urobilinogen gebildet wird, muB es 
_ konstitutionell dem Urobilinogen, also damit dem Mesobilirubinogen 
' nahestehen, 


Es gelang nun C. J. Watson‘) erstmals 1932 das Sterco- 


| pilin der Faeces krystallisiert zu erhalten, 1933°) dann auch das 


Urobilin des Harns. Letzteres wurde einige Zeit spiter auch 


‘von Rudert und Heilmeyer®) in krystallisiertem Zustande 
‘isoliert. Sowohl C. J. Watson wie Heilmeyer und Mitarbeiter 
‘haben nun anschlieBend versucht, das Konstitutionsproblem des 
| Uro- bzw. Stercobilins auf analytischem Wege zu lésen und 
‘die Frage nach der Verwandtschaft oder Identitit beider Farb- 
' stoffe zu beantworten. Trotzdem die Farbstoffe, vor allem von 
| C.J. Watson, in Form verschiedener Derivate charakterisiert 
‘worden sind, konnte eine eindeutige Summenformel nicht auf- 
'gestellt werden, da die Analysenresultate stark voneinander ab- 
| wichen. Wahrend der Stickstoffgehalt der Farbstoffe mit 4N-Atomen 
_ wohl gesichert war, schwankte der Sauerstoffgehalt zwischen 5 und 
-80-Atomen. Sicher war nur der Chlorwert, der sowohl beim 
' Urobilin- wie beim Stercobilin-hydrochlorid fiir das Vorliegen von 
| Mono-hydrochloriden’) sprach. Obgleich auf Grund der Analysen 
' im Molekil des Urobilins noch 4 Pyrrolkerne vorhanden sein 
| muBten (der Wert C,, wurde von Anfang an in Rechnung ge- 
stellt), war durch das Nichterhalten von Methyl-aithyl-maleinimid 
_ bei der Oxydation des Urobilins bzw. Stercobilins mit Salpeterséure 


ene enge Verwandtschaft mit dem Urobilinogen kaum wahr- 
scheinlich. Besonders auffillig war, daB aus dem Stercobilin 
kein krystallisiertes, dem Urobilinogen entsprechendes Hydrierungs- 





') Diese Z. 75, 339 (1911); 127, 317 (1923); 137, 293 (1924); 194, 205 


*) Diese Z. 214, 152 (1933). 3) Diese Z. 237, 8 (1935). 

*) Diese Z. 204, 57 (1932); 208, 101 (1932). 

°) Diese Z. 221, 145 (1933). 

°) Diese Z. 228, 46 (1934); vgl. auch Biochem. Z. 261, 352 (1933). 

’) Chlorwerte, die fiir mehr als 1 Mol HCl im Molekiil sprechen, 
wurden zwar auch erhalten, aber meistens nach Umkrystallisieren der 


_ Farbstoffe aus Chloroform. Diese Z. 228, 33 (1934) und neuerdings 


C.J. Watson, Diese Z. 233, 39 (1935). 
& * 
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produkt erhalten werden konnte. Das war im grofen gesehen f 
der Stand der Konstitutionserforschung des Sterco- bzw. Urobilins 


zu Anfang des Jahres 1935. 

Wie schon oben angefiihrt, durfte man annehmen, daf das 
Urobilin ein Oxydationsprodukt des Mesobilirubinogens oder Uro. 
bilinogens darstellt. Aus der Beobachtung, da8 durch Kinwirkung 


von Hisessig auf Mesobilirubin (V) an der Luft Oxydation zum f 
Glaukobilin (VJ) eintritt, eine Dehydrierung des Mesobilirubins f 


also an der ms-CH,-Briicke und einer der benachbarten Imino. 


gruppen stattfindet, haben wir auf einen analogen Dehydrierungs. f 


mechanismus bei der Entstehung des Urobilins aus Urobilinogen 


geschlossen. Da Urobilin, oder zumindest dem Urobilin ahnliche § 
Farbstoffe, auch kiinstlich durch Oxydation!) des Mesobili- 
rubinogens — besonders leicht wieder mittels Hisessig — er. — 
hiltlich sind, haben wir fiir das Urobilin die Konstitution II anf 


genommen ), 
Ein Bilirubinoid der Struktur IJ muBte wie das Urobilin 


zum Urobilinogen (= Mesobilirubinogen) reduzierbar sein, und f 
zwar unter Aufnahme von 2 Atomen Wasserstoff. Es mubte § 
weiter infolge der Existenz eines tertiiren N-Atoms im Ring III f 


die Fahigkeit besitzen, ein Mol HCl anzulagern. 


COOH HOOC 
CH, H,C 
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1!) Vgl. D. Charnas, Biochem. Z. 20, 401 (1909); Biro, Biochem. 7. Ff 
149, 459 (1924); K. Hoesch, Biochem. Z. 167, 107 (1925); A. Emmerie, f 
Chem. Weekbl. 1930, 552; Chem. Z. 1930, II, 3060; Terwen, Nedeil f 
Tijdschr. Geneesk. 69, I, 2495; Chem. Z. 1925, II, 752. 
*) W. Siedel, Diese Z. 237, 19 (1935). 
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H,C=— C,H, a Ff. jee C,H, 
\E \E 
CH a CH \ 70H 











“ae . 
N NH NH N 
V Mesobilirubin-IX, «. 
-i, 
| Y | 
H,C=— C,H, H,C;——Prs Prs- CH, H,C; C,H; 
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N NH N N 


VI = Glaukobilin-LX, «a. 











Die Synthese dieses Bilirubinoids Il war nun in Anlehnung 


/an die Synthese des Glaukobilins denkbar durch Kondensation 
einer Formyl-neobilirubinsiure (III) mit der Iso-neobilirubin- 


siure (IV) entsprechend dem Schema II—IV. Zu diesem Zweck 
muBte zuerst die Synthese der Formyl-neobilirubinsiure (III) 
durchgefiihrt werden. Sie wurde auf 2 Wegen angegangen. Der 


-scheinbar einfachere war die Einfiihrung der Formylgruppe in 


die freie «-Stellung der Neobilirubinsiure’). Diese Einfihrung 
der Aldehydgruppe wurde nach der erstmals von H. Fischer 
und Halbig?’) auf Pyrromethane und von W. Siedel [%), 8. 103] 
auf Pyrromethene iibertragenen Gattermannschen HCN-HCl- 
Methode versucht. Die Versuche schlugen aber fehl. Es gelang 
niemals, die Formyl-neobilirubinsiure bzw. die Formyl-iso-neobili- 
rubinsiure auf diesem Wege selbst zu fassen, wohl aber konnte 
ein Sekundirprodukt der Reaktion mit typischen Urobilineigen- 
schaften isoliert werden. Trotz gréBter Variation in den Versuchs- 
bedingungen sind die Umsetzungen immer bis zu bilirubinoiden 
Verbindungen weitergegangen. Immerhin sprachen die Versuchs- 
ergebnisse, nimlich das Entstehen urobilinartiger Substanzen, 
schon fiir die Richtigkeit des eingeschlagenen Weges in der 
Synthese; denn bei Umsetzung von Neobilirubinsaéure mit Blau- 
siure konnten, wenn iiberhaupt Bilirubinoide entstanden, nur 
solche des Formeltyps II gebildet werden. 

Als zweite Méglichkeit der Darstellung von Formyl]-neobili- 
rubinsiure oder Formyl-iso-neobilirubinsiure wurde nunmehr die 
Hydrierung der von W. Siede! [*), 8. 103] dargestellten Formyl- 
neoxanthobilirubinsiure (VII) und der isomeren Formyl-iso-neo- 


') a) H. Fischer u. Adler, Diese Z. 200, 224 (1931); b) W. Siedel 


wu. H. Fischer, Diese Z. 214, 145 (1933). 


*) Liebigs Ann. 447, 125 (1926). 
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xanthobilirubinsiure angegangen. Die Schwierigkeit lag hier iy 
der Notwendigkeit, die Briicken-Doppelbindung des vorliegenden 


H,C=— (C,H, H,C;——,CH,CH,COOH 


HON ~——a——_ L beep 





Vil 





Pyrromethens unter Erhaltung der Formylgruppe zu hydrieren, 
ohne daB eine Blockierung der Formylgruppe vorgenommen 
werden muBte. Die Reduktion der Formyl-neoxanthobilirubin. 
siure mit Natriumamalgam fiihrte zu Gemischen, da auch die 
Aldehydgruppe hydriert wurde. — Mit Jodwasserstoff—Kisessig 
wurde ein farbloses Reduktionsprodukt erhalten, das mit der 
Bilirubinsaéure ') identifiziert werden konnte. — Erst durch 
Hydrierung auf katalytischem Wege, und zwar mit kolloidalem 
Palladium in alkalischer Liésung gelang es schlieBlich, die Formyl. 


neoxanthobilirubinséure in sehr guter Ausbeute in die Formyl- f 


neobilirubinséure (III) von der Zusammensetzung C,,H,,0,N, und 
dem Smp. 228° (korr.) tiberzufiihren. Im Gegensatz zur Formy!- 
neoxanthobilirubinsiure ist die Haftfestigkeit der Formylgruppe 
in der Formyl-neobilirubinsiure geringer; denn schon bei kurzem 
Erhitzen mit Ehrlichs Reagens in Athylalkohol tritt Rotfarbung 
ein, wie bei der Neobilirubinsiure selbst. 

Die gleiche Methode der Reduktion fihrte auch von der 
Formyl-iso-neoxanthobilirubinsiiure zur Formyl]-iso-neobilirubin- 
siure (IX) mit dem Smp. 242° (korr.). 

Die Veresterung der Formyl-neobilirubinsiure (III) mit Diazomethan 
fiihrte bemerkenswerterweise nicht zum Formyl]-neobilirubinsiure-methy!- 
ester, sondern zu einer weiBen Substanz mit dem Smp. 179° (korr.), deren 
Analyse fir die Bruttoformel (C,H,_,ON), spricht. Die Molekulargewichts- 
bestimmung nach Rast ergab ein M.-G. von 169—179, was auf eine Ver- 
dreifachung der obigen Summenformel deutet. Andere Veresterungsmethoden 
konnten wegen der Empfindlichkeit der Formyl]-neobilirubinsiure nicht 
angewendet werden. 

Die Kondensation von Formyl-neobilirubinsiure mit Iso- 
neobilirubinsiure [1), S. 105) (entsprechend dem Schema JI—IV) 
gelang zwar auch mit Essigsiureanhydrid als wasser-entziehendem 
Mittel, verlief aber am besten und ohne Nebenreaktionen beim 
Erwirmen der beiden Komponenten in Hisessig mit Zusatz von 
2n-Salzsiure und unter Stickstoffatmosphire. Dabei wird eine 
dunkelrote Lisung erhalten, die iiber 25°/, iger Salzsiure und 





11 H. Fischer u. Adler, Diese Z. 197. 257 (1931). 
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- Chloroform schnell aufgearbeitet wird. Das so erhaltene Konden- 
 sationsprodukt von der Konst. II zeigte nun nach Reinigung und 
- Umkrystallisation in der Tat die Eigenschaften eines Urobilins. 
Wie im folgenden gezeigt wird, erwies es sich als vollig identisch 


mit dem aus Mesobilirubinogen (I) durch Oxydation erhaltenen 
Urobilin, welches ja mit dem natiirlichen Urobilin des Harns 
gleichzusetzen ist. Da beide Urobiline, das analytische wie das 
synthetische sich vom unsymmetrischen Mesobilirubin-IX,« [1°), 
S. 105] ableiten, kommt ihnen die Bezeichnung ,,Urobilin-IX,« zu. 


Neben der Synthese wurde deshalb die Darstellung des ana- 
lytischen Urobilins einer erneuten Bearbeitung unterzogen. Ver- 


suche zur Gewinnung von Urobilin aus dem Urobilinogen bzw. 


Mesobilirubinogen sind schon mehrere_ beschrieben worden 
['), S. 104]; am erfolgreichsten schien die Oxydation des Meso- 
bilirubinogens durch Kisessig, wie sie auch von C.J. Watson 


—[, S. 103] bei der Herstellung seines K-Urobilins durchgefihrt 
worden ist. Wihrend jedoch Watson die Kisessiglésung zur 
_ Bildung des Urobilins 3 Wochen im Licht stehen labt, haben wir 
_ die Oxydation durch Erhitzen beschleunigt. Es gelang so, Meso- 


bilirubinogen innerhalb 30 Minuten in etwa 25°/ iger Ausbeute 
g /9*5 


_ in ,kiinstliches“ analytisches Urobilin-[X,«@ umzuwandeln, waihrend 


bei Watson die Ausbeute unter 10°/, blieb. Die Aufarbeitung 
wurde wie bei dem synthetischen Urobilin-[X,«¢ durchgefiihrt. 


Beide Urobiline, das synthetische und das analytische Uro- 
bilin-[X,@ wurden zuerst in Form ihrer Hydrochloride krystalli- 
siert isoliert. Beide krystallisieren aus Chloroform zuerst in 
kleinen quadratischen oder rechteckigen orangeroten Bliattchen 


(Fig. 6 und 7, Taf. I), mit fortschreitender Reinigung jedoch werden 


nunmehr Prismen erhalten die teils gerade, teils schriig ab- 
geschnitten (Fig. 8 u. 9, Taf. I) und manchmal zu Rosetten vereinigt 
sind. Die schriig abgeschnittenen Prismen haben einen Kanten- 
winkel von 35—36°. Herr Prof. Dr. H. Steinmetz, der in 
dankenswerter Weise die Krystalle untersucht hat, stellt fest, dab 
das synthetische Produkt vom analytischen kaum zu unterscheiden 
ist. Er fand bei beiden Produkten zwischen gekreuzten Nicols 
parallele Ausléschung. 


Als auffillig und charakteristisch fiir beide Urobiline (wie spiter auch 
fiir Stereobilin) wurde beim Umkrystallisieren aus Chloroform und nach- 
folgendem Absaugen beobachtet, daB sie noch chloroform-feucht rein gelb 
sind und erst nach Durchsaugen von Luft die orangerote Farbe spontan 
annehmen. Bei erneutem Zusatz von Chloroform tritt wieder der Umschlag 
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nach Gelb, hierauf beim Trocknen wieder nach Orangerot ein. Diese Ey. 
scheinung diirfte wohl mit der Aufnahme und Abgabe von Krystallchloro- 


form zusammenhingen. 

Bei Extraktion des synthetischen und des analytischen Urobilin-LX, «. 
hydrochlorids mit Aceton und Einengen der Acetonlésung werden spindel. 
oder bootsférmige Krystalle erhalten, wie sie von C. J. Watson auch als 
charakteristisch fiir das Stercobilin-hydrobromid ["), S. 103] angegeben 
werden. Hiufig sind die Spitzen der Krystalle abgeschnitten und sind 
Spaltlinien und Risse hauptsichlich senkrecht zur langen Achse sichtbar, 
Auch diese Krystalle zeigen parallele Ausléschung und geben mit Chloro- 
form den Farbumschlag nach Gelb (Fig. 10 und 11, Taf. I). 

Beide Krystallformen weisen die gleichen Alterungserscheinungen auf 
wie sie Heilmeyer und Krebs [®’), 8.103] beim Urobilin und Stereo- 
bilin beobachtet haben. Die Krystalle zeigen hiiufig schon nach einigen 
Stunden Risse, nach einigen Tagen Liegen ist Pseudomorphose zur iso- 
tropen Form eingetreten. 

Wahrend die aus Chloroform erhaltenen Krystalle unscharfe 
Schmelzpunkte besitzen, haben die aus Aceton umkrystallisierten 
Urobilin-[X,¢-hydrochloride schirfere Schmelzpunkte zwischen 191" 
und 200°. Beide geben in Mischung keine Schmelzpunktsdepression. 

Aus den Urobilin-IX,@-hydrochloriden wurden nun durch 
Behandlung mit 2n-Sodalésung und Aufarbeitung mit Essigsiiure 
und Chloroform die freien Urobiline-[X,@ (analytisch und synthe- 
tisch) hergestellt. Sie krystallisieren aus Chloroform in feinen 
orangeroten, oft biischlig verwachsenen Nadeln, aus Aceton eben- 
falls in feinen Nadeln, die an den Enden meist doppelt abge- 
schriigt sind. Die Schmelzpunkte der aus Aceton umkrystallisierten 
Urobiline-IX,a@ liegen zwischen 174° und 177° (korr.); der Misch- 
schmelzpunkt zeigt keine Depression. Dichroismus der Krystalle 
wurde nicht beobachtet, auch nicht bei den Hydrochloriden. 

Saimtliche Derivate der beiden Urobiline-[X,« besitzen jeweils 
die gleichen Léslichkeitseigenschaften. Auch die Hydrobromide 
erwiesen sich als identisch. 

Spektroskopisch ergab sich véllige Identitat, sowohl bei den 
freien Urobilinen, ihren Hydrochloriden und Diazomethanestern 
sowie deren Hydrochloriden. 

Die fiir das natiirliche Urobilin am meisten beschriebene 
und auffilligste Reaktion ist die auBerordentlich intensive 
Fluorescenz mit dem Schlesingerschen Reagens (alkoholische 
Zinkacetatlésung). Sie wird mit dem synthetischen Urobilin-[X,« 
und seinen Derivaten in genau derselben Farbe und Intensitit 
und dem gleichen spektroskopischen Befund erhalten wie mit 
dem analytischen Urobilin sowie mit dem Stercobilin. Es sel 
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erwihnt, daB diese Fluorescenzreaktion nicht nur fiir das Urobilin 
charakteristisch ist, sondern fast allen Dipyrrylmethenen eigen 
ist, wie H. Fischer schon mehrfach hervorgehoben hat’). Tat- 
sichlich kann ja nun das Urobilin ([J) als ein Dipyrromethan- 
methen aufgefaBt werden. 

Auch in der Fluorescenz im Ultraviolett besteht zwischen 
analytischem und synthetischem Urobilin-[X,@ sowie Stercobilin 
villige Ubereinstimmung. Im festen Zustande fluorescieren die 
Hydrochloride intensiv hellrot-orange, die freien Basen dunkel- 
rot; in Chloroform-Lésung zeigen die Hydrochloride eine griin- 
celbe Fluorescenz, die freien Basen eine orangerote. 

Herr Dr. A. Stern, dem wir auch an dieser Stelle fiir die 
Mithewaltung bestens danken, hat die Maxima der Ultraviolett- 
Fluorescenz gemessen. (Hg-Lampe:436—200 my.) Er konnte 
das Maximum der Intensitiét bei Urobilin-[X,a-hydrochlorid syn- 
thet. und analyt. zu 615 my, bei Stercobilin-hydrochlorid zu 
614 mu bestimmen. Da die Banden etwas verwaschen sind, sind 
sie nur ungenau meBbar. 

Wihrend nun an dem Vorliegen des Urobilins der Konst. I 
kein Zweifel mehr sein konnte, hatten die Analysen vorerst ein 
iiberraschendes Ergebnis. Bei dem synthetischen Urobilin-[X,«- 
hydrochlorid wie auch bei den spiter zu besprechenden synthe- 
tischen isomeren Urobilin-hydrochloriden-XII,@ und -IL[I,¢ wurden 
trotz gréBerer Anzahl von Analysen und sorgfiltigster Reinigung 
der Substanzen (vgl. S. 127) niemals itibereinstimmende Werte ge- 
funden, eine T'atsache, die auch bei den Stercobilin-Analysen in 
der Literatur festzustellen ist. Der Vergleich der Resultate mit 
der Trockenzeit, der Trockentemperatur und des bei der Trock- 
nung herrschendenVakuums ergab, daB die Urobilin-hydrohalogenide 
die Halogenwasserstoffsiure leicht abspalten. Auf Grund dieser 
recht unstabilen Bindungsverhiiltnisse ergibt sich, dab den Analysen 
der Urobilin-hydrohalogenide in der Konstitutionsaufklarung nur 
eine geringe Bedeutung beigemessen werden kann. Deshalb wurde 
ein erhéhter Wert auf die Analysenergebnisse der freien Uro- 
biline gelegt. 

Obgleich nun bei einigen Analysen der Urobilin-hydrochloride 
genau auf ein Cl-Atom stimmende Werte gefunden worden waren, 
war trotzdem im Kohlenstoff eine Differenz zu beobachten, und 
zwar wurde der Kohlenstoff immer in der gleichen GréBenordnung 


') z. B. H. Fischer und M. Schubert, Ber. chem. Ges. 56, 3281 (1923). 
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(etwa 1,5—2°/,) zu tief gefunden, wihrend gleichzeitig der Wasser. 
stoffwert gegeniiber dem theoretisch geforderten erhéht war. Dies 
deutete auf einen Wassergehalt der Urobiline. Bei den nun folgen. 
den Analysen der freien Urobiline wurde von Anfang an durch 
eine exakte Trocknung der Wassergehalt beseitigt. Diese Trock. 
nung wurde in dem von Herrn Dr. J. Unterzaucher am hiesigep 
Institut konstruierten Hochvakuum-mikroexsiccator?) durchgefiihrt, 
Die wiederholte Bestimmung der Wasserabnahme und -aufnahme 
sprach eindeutig fiir den Gehalt von 1 Mol Wasser im Urobilip. 
molekiil. Es konnte so auch festgestellt werden, daB die Wieder. 
aufnahme des Wassers schon innerhalb 2 Minuten stattfindet, 
Die Beriicksichtigung dieser Ergebnisse fiihrte nunmehr auch zm 
exakten Analysenresultaten, die wiederum in eindeutiger Weise 
fiir das Vorliegen der Konstitution II bei den Urobilinen sprachen, 


Bei der Entstehung des natiirlichen Urobilins durch Oxydation f 


des Urobilinogens ist nun die Méglichkeit gegeben, daB je nach 
der Lage der ms-Briickendoppelbindung einmal nach der Seite des 
Pyrrol-Ringes II, das andere Mal nach der Seite des Ringes III, 
sich zwei Isomere bilden kénnen, und zwar im Hinblick auf die 
Unsymmetrie des Gesamtmolekiils. Diese Verhiltnisse wurden 
schon bei der Glaukobilinsynthese in Betracht gezogen und gaben 
AnlaB zur Synthese eines Isoglaukobilins-IX,a. [*), S. 103.] 

Auch bei den Urobilinen wurden nun entprechend dem 
Schema VIII—X durch Kondensation von Formy]-iso-neobili- 
rubinsiure (IX) mit Neobilirubinsiure (VIII) ein Iso-urobilin- 
IX, (X) dargestellt. 
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Dieses Iso-urobilin-IX,@ ist wie auch sein Hydrochlorid villig 
identisch mit dem analytischen und dem synthetischen Urobilin- 
IX,@, bzw. ihren Hydrochloriden. Es scheint, daB bei beiden 
Produkten die Ladungsverteilung eine gleichartige ist und mit- 





1) Pregl, Die quantitative org. Mikroanalyse, 8.67, Berlin 1939. 
Mikrochem. 18, 315 (1935). 
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hin nur eine stabile Form des Urobilins-IX,q@ existiert. — 


Nach den bisherigen und den spiter noch anzufiihrenden Be- 
funden ist die Identitait des synthetischen Urobilins-[X,a@ mit dem 
analytischen durch Oxydation von Mesobilirubinogen (= Uro- 
bilinogen) erhaltenen Urobilin sichergestellt. 

Damit ist dte Konstitution des natiirlichen Urobilins auf- 


geklirt und seine Totalsynthese durchgefiihrt. Das Urobilin ist 


demnach eine 1’,8’-Dioxry-1,3,6,7-tetramethyl-2,8-didthyl-ms# (oder 


_-§')-dehydrobilan-4,5-dipropionsiure oder 1’,8'-Dioxy-1,3,6,7-letra- 


methyl-2,8,-dvathyl-a 2',y7’- tetrahydrobilin -4,5-dipropionsiure und 
hat die Zusammensetzung C,,H,,0,N,. 

Zur besseren und eindeutigen Wiedergabe der Briicken- 
bindungen wurde die von H. Fischer und Haberland!) vor- 
geschlagene Nomenklatur der Bilirubine erweitert, und zwar wird 
der Ort der Briicken-doppelbindung bezeichnet durch die Angabe 
des Briickengliedes und der Ring-a-Stellung, die sie verbindet 


_(vgl. Formel II). 


Das im vorhergehenden beschriebene analytische Urobilin-I[X,a hitte 
nun auch identisch sein miissen mit dem ,,K-Urobilin“, welches C.J.Wat- 
son [°), S. 103] aus Mesobilirubinogen erhalten hat. Das K-Urobilin Wat- 
sons zeichnet sich aber nach seinen Angaben durch eine schlechte Krystalli- 
sationsfihigkeit aus. Der Schmelzpunkt, von 155—158°, den Watson fir 


das Hydrochlorid seines K-Urobilins findet, spricht schon fiir eine Un- 


einheitlichkeit der Substanz, ebenso die Farbe. Nach unseren Befunden 
ist nun auch die von Watson gewihlte Methode der Aufarbeitung 
mittels Petrolither zur Isolierung eines reinen Urobilins wenig geeignet. 
Deshalb weicht auch die Krystallform der Watsonschen Priparate von 
derjenigen der von uns hergestellten, durch Extraktion mit Aceton zweifel- 
los reineren Priiparate, wesentlich ab. Die Krystallform des K-Urobilins, 
die in Fig. 10 der neuesten Watsonschen Veréffentlichung ["), 8. 103] ab- 
gebildet ist, wurde auch von uns zuerst erhalten; wie schon vorne gesagt, 
trat aber dann bei weiterer Reinigung die Umwandlung in die Prismen- 
form ein (vgl. Fig. 6, 7, 8, 9, Taf. I). Nach unseren Erfahrungen fihrt 
auch die kurze Behandlung des K-Urobilins mit 34°/, iger Bromwasserstoff- 
siure schon zu Oxydationsprodukten. Watson [”), S. 103] selbst stellt 
fest, daB bei dieser Umsetzung die Farbe der Lésung rétlicher wird und 
die Lésung dann die Lichtabsorption des Mesobiliviolins zeigt, welches 
nach den synthetischen Versuchen von W. Siedel [%), S. 103] ja tatsichlich 
ein Oxydationsprodukt des Urobilins darstellt. Wie gro® die Tendenz des 
Urobilins zur Dehydrierung ist, geht schon daraus hervor, da8 beim kurzen 
Einleiten von trocknem Chlor- oder Bromwasserstoff in eine Urobilin- 
lésung die Farbe nach Violett tingiert. 

Das K-Urobilin Watsons kann somit zu einem Vergleich 


mit dem natiirlichen Urobilin nur bedingt herangezogen werden. 





) Diese Z. 232, 240 (1935). 








112 Walter Siedel und Erhard Meier, 


Von C. J. Watson wurde des weiteren zur Identifizierung 
der Urobiline und Stercobiline eine Molekiilverbindung mit Fe(], 
vorgeschlagen [*), 8. 103]. Wenn man nun in Betracht zieht, dag 
die Urobiline an sich schon leicht oxydiert werden und, wie wir 
feststellen konnten, schon eine kurze Einwirkung von FeCl, in 
der Wirme Umwandlung in ,,Mesobiliviolin“ [*), 8. 103] bewirkt, 
so war zu schlieBen, daB eine FeCl,-Molekiilverbindung des Uro- 
bilins kaum einheitlich zu erhalten sein wird. Wir haben des- 
halb die FeCl,-Verbindung des Urobilins-I[X,@ nach dem Ver- 
such der Umkrystallisation aus 25°/, iger Salzsiure der chromato- 
graphischen Adsorptionsanalyse nach Tswett unterworfen. Dabei 
wurde nun das Auftreten von mindestens 3 Farbstoffen: Urobilin, 
Mesobiliviolin und Mesobilirhodin nachgewiesen. — Damit ist 
sichergestellt, daB eine einheitliche FeCl,-Molekiilverbindung der 
Urobiline unter den von C. J. Watson angegebenen Bedingungen 
nicht erhiltlich ist. (Anders liegen die Verhiltnisse beim Sterco- 
bilin, wie weiter unten gezeigt wird.) 

Zu erwiihnen ist noch, daB bei der Oxydation von Mesobilirubinogen 
mit Eisessig nach unserer Methode 1 mal auch Mesobilirubin isoliert w erden 
konnte. 

Es war nun interessant, nach der Synthese des Urobilins die 
symmetrisch gebauten Urobiline-IIl,a¢ (Formel XI) und -XII],a 
(Formel XII) darzustellen und ihre Eigenschaften mit denen des 
Urobilin-[X,@ zu vergleichen. Das Urobilin-[I,@ wurde erhalten 
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durch Kondensation von Iso-neobilirubinsiure ([V) mit Ameisen- 
siure in Essigsiiureanhydrid, eine Methode, die sich bei der Syn- 
these der symmetrischen Glaukobiline [%), 8S. 103) bewahrt hat; 
das Urobilin-XIII,@ wurde dargestellt, sowohl durch Kondensation 
von Formyl-neobilirubinsaiure (II) mit Neobilirubinsiure (VII), 
wie auch durch Umsetzung von Neobilirubinsiure mit Ameisen- 
siure—Essigsiiureanhydrid. 
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Im Gegensatz zu den Glaukobilinen-[II,a; -[X,¢; XII],e« 
treten bei den entsprechenden Urobilinen in den Krystallformen 
und den Léslichkeitseigenschaften nur geringe Unterschiede auf. 
Wiihrend das Urobilin-III,«-hydrochlorid in Chloroform léslicher 
zu sein scheint als das Urobilin-[X,«-hydrochlorid, ist das Uro- 
bilin-XIII,@-hydrochlorid schwerer léslich. Dieselben Verhaltnisse 
wurden auch hinsichtlich der Léslichkeit der Isomeren in Aceton 
beobachtet. Dagegen scheinen die freien Urobiline-IlJ,¢ und 
-XIII,« in Aceton schwerer léslich zu sein als das Urobilin-IX,«. 
Spektroskopisch besteht zwischen den 3 Isomeren, wie zu er- 
warten war, vollige Identitit. In den Schmelzpunkten zeigen die 
Isomeren nur geringe Differenzen. Die Schmelzpunkte des Uro- 
bilin-XIIT,« und seiner Derivate liegen sehr nahe bei denen des 
Urobilin-[X,a, die Schmelzpunkte des Urobilin-III,@ und seines 
Hydrochlorids liegen etwa 10° héher als die entsprechenden bei 
Urobilin-IX,«. Es ist jedoch in Betracht zu ziehen, daB simt- 
liche Schmelzpunkte der Urobiline etwas unscharf sind. Die 
Mischungen geben ihnlich wie bei den isomeren Glaukobilinen 
keine Schmelzpunktsdepressionen. Daraus geht hervor, daf mit 
zunehmender Hohe der Hydrierungsstufe bei den Bilirubinoiden die 
Unterschiede in den EKigenschaften der Isomeren immer mehr 
verwischt werden. Bei Identifizierungsversuchen bei diesen Sub- 
stanzen besitzen deshalb Schmelz- und Mischschmelzpunkts- 
bestimmungen eine geringere Bedeutung. 

Durch katalytische Reduktion des Urobilin-XIIJ,z¢ wurde 
schlieBlich noch die Briickendoppelbindung des Urobilins nach- 
gewiesen. Unter Aufnahme von genau 1 Mol Wasserstoff ging 
das Urobilin in das ihm entsprechende Mesobilirubinogen-XIII, 
liber. Dieses wurde aus einer Chloroform—Petrolatherlésung in 
langen farblosen Prismen mit dem Smp. 194° isoliert. 

Wie schon einleitend hervorgehoben liegt in dem Stercobilin 
des Faeces, welches erstmals von C. J. Watson [*), S. 103] kry- 
stallisiert gewonnen worden war, ein dem Urobilin fiuBerst ahn- 
licher Farbstoff vor. Die weitgehende Ubereinstimmung zwischen 
dem natiirlichen Urobilin und dem Stercobilin hat schon zu einer 
Reihe von Untersuchungen AnlaB gegeben, die die verwandtschaft- 
lichen Beziehungen bzw. die Frage der Identitit beider Farbstoffe 
kliren sollten. 

Wie vorne schon angefiihrt, konnte C. J. Watson [*), °), %, 
5. 103] trotz einer groBen Anzahl von Analysen weder fiir das 
Stercobilin noch fiir das Urobilin eine sichere Summenformel auf- 
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stellen. Seine neuesten analytischen Ergebnisse (1935) sprechen 
teils fir die Bruttoformel C,,H,.O,N,, teils fiir C,,H,,0,N,. 
H. Fischer, Halbach und Stern?) finden als Summenformel 
fiir das Stercobilin C,,H,,O,N,. Die von Heilmeyer und Krebs 
["), S. 103] fiir das freie Stercobilin errechnete Formel C,,H,,0,N, 
wiirde zwar genau der Zusammensetzung unseres synthetischen 
Urobilins entsprechen. Sie hat aber leider keine Beweiskraft, da 
sie sich auf die Analyse einer Substanz stiitzt mit extrem hohem, 
sicher durch Krystall—Chloroform bedingten und 2 HCl-Molekiilen 
entsprechenden Chlorwert. 

Wahrend sich nun sowohl Heilmeyer und Krebs wie 
C. J. Watson fir die Identitiit des Stercobilins mit dem Urobilin 
des Harns aussprachen, entdeckten H. Fischer, Halbach und 
Stern als einen entscheidenden Unterschied die optische Aktivitit 
des Stercobilins. Obgleich das Urobilin-[X,@ von der Konsti- 
tution II infolge Fehlens eines asymmetrischen C-Atoms diese 
Higenschaft nicht besitzen kann, ist es immerhin dem Stercobilin 
so ibnlich, daB es von Interesse war, Vergleichsreaktionen zum 
Stercobilin durchzufiihren. Das Stercobilin, daB wir zu den Ver- 
gleichsversuchen verwendeten, wurde uns von Herrn Prof. Dr. Hans 
Fischer in freundlichster Weise zur Verfiigung gestellt. Wir 
méchten auch an dieser Stelle unsern besten Dank dafiir aus- 
sprechen. Im Hinblick auf die rein ‘uBerlichen Eigenschaften 
des synthetischen Urobilins und des Stercobilins war schon von 
vornherein sicher, daf die Anordnung der Briickenmethin- und 
-methylengruppen, d. h. die Hydrierungsstufe des Briickenskeletts 
beim Stercobrilm die gleiche rst wie ber dem synthetischen Uro- 
bilin-IX,a [vgl. W. Siedel?), S. 104}. 

Die Fluorescenzreaktion, die, wie die Befunde bei dem syn- 
thetischen Mesobiliviolin und Mesobilirhodin [*), S. 103] zeigen, 
spezifisch ist fiir die Hydrierungsstufe und die Anordnung der 
Briickenglieder, ist beim Stercobilin die gleiche wie beim Urobilin, 
auch in ihrer Spektralerscheinung. 

Was die Krystallformen des Stercobilins anbelangt, so sind 
sie denen des Urobilin-[X,e@ auSerordentlich ahnlich (Fig. 14, 15, 
16, Taf. II). Diese Ahnlichkeit wird besonders deutlich, wenn 
man die dieser Arbeit beigegebenen Krystallphotographien (Fig. 6, 
8, Taf. I) des Urobilin-IX,a@ (analyt. und synthet.) und seiner 
Derivate mit den schénen Krystallaufpahmen von Stercobilin in 


1) Liebigs Ann. 519, 254 (1935). 
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' den letzten Veréffentlichungen [*), %), S. 103] von C. J. Watson 
'yergleicht. Wahrend die gréBeren Krystalle des Stercobilin- 
hydrochlorids aus Chloroform nach Heilmeyer und Krebs wie 
' auch nach den Feststellungen Herrn Prof. Dr. Steinmetz’ von 


rhombisch-bisphenoidischem Habitus sind, stellen die kleineren 
serade oder schrig (Winkel = 35°) abgeschnittene Prismen dar, 


die denen des Urobilin-IX,« gleichen. Aus Aceton werden auch 


beim Stercobilin-hydrochlorid die spindel- oder bootsférmigen 
Krystalle mit den charakteristischen Spaltlinien erhalten (Fig. 16, 


| Taf. ID. Ebenso krystallisiert das freie Stercobilin aus Chloroform 


in feinen Nadeln (Fig. 15, Taf. Il). Die Ausléschung der Sterco- 
bilinkrystalle ist ebenso wie bei den Urobilinen eine parallele. 
Auf die Alterungserscheinungen an den Krystallen und auf die 
Pseudomorphose wurde schon bei dem synthetischen Urobilin-LX,« 
(S. 107/108) hingewiesen. 

Die in der Literatur angegebenen Schmelzpunkte des Sterco- 
bilins schwanken in den dlteren Arbeiten fiir das Hydrochlorid 


| awischen 125 und 150°, fiir die freie Siure zwischen 116 und 


148°. Bei diesen Schmelzpunkten lag ohne Zweifel immer un- 


| reines Material vor. H. Fischer, Halbach und Stern finden 
'erstmals einen konstanten Schmelzpunkt des freien Stercobilins 


bei 236°, Das synthetische Urobilin-[X,@ schmilzt nun bei 177° 


| (korr.) und zeigt mit freiem Stercobilin (Smp. 232° korr.) den 
| Misch-Smp. 230° (korr.), ergibt also keine Depression! Da auch 
' noch ein KinfluB des beim Urobilin festgestellten Wassergehaltes 
' auf die Schmelzpunkte méglich gewesen wire, wurden Schmelz- 


und Mischschmelzpunkt nochmals nach Trocknung im Hochvakuum 


'im zugeschmolzenen Réhrchen bestimmt. Der Misch-Smp. lag 
diesmal bei 231° (korr.). 


Bei den Urobilinen hatten wir eine starke Hygroskopizitat 
festgestellt, und zwar die Anlagerung eines Mol H,O pro Molekil. 
Beim Stercobilin ergaben dieselben Untersuchungen ebenfalls einen 


| Wassergehalt, allerdings nur von 1/, Mol H,O pro Molekiil. Kine 


neue Analyse des freien Stercobilins, bei der diese Verhiltnisse 
beriicksichtigt wurden, fiihrte auch hier, und zwar sehr genau zur 
schon S. 114 genannten Summenformel C,,H,,O,N,. 
Spektroskopisch sind das Stercobilin, das Stercobilin-hydro- 
chlorid, das Zinkkomplexsalz, der Stercobilin-(Diazomethan)-ester 


| und dessen Hydrochlorid mit den entsprechenden Derivaten des 


Urobilin-I[X,@ véllig identisch. Auch die Fluorescenz des Sterco- 
bilins und seines Hydrochlorids im Ultraviolett sowohl in fester 
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Form wie in Lésung ist farbengleich mit der des synthetischen 
Produktes. Wie schon 8. 109 ausgefiihrt, besteht auch vollstandige 
Ubereinstimmung in den Maxima der Ultraviolett-Fluorescenz. 

Mit Diazobenzolsulfosiure kuppeln weder Stercobilin noch 
Urobilin-IX,a; ebenso reagieren beide nicht mit Ehrlich-Reagens, 
Gegen Gmelins Reagens zeigen beide das gleiche Verhalten; es 
tritt kein Farbumschlag ein, sondern lediglich eine Zerstérung der 
Substanz unter Farbaufhellung. 

Wahrend nun nach Reduktion des Urobilins-[X,« die ent- 
stehende Leukoverbindung leicht krystallisiert erhalten werden 
kann, konnte die Leukoverbindung des Stercobilins, das Sterco- 
bilinogen, weder von C. J. Watson noch von H. Fischer in 
krystallisiertem Zustande isoliert werden; eine Tatsache, die nach 
H. Fischer schon allein gegen eine Identitit von Stercobilin und 
Urobilin spricht. Nach unseren Versuchen treten nun bei Reduk- 
tion der Urobiline mit Natriumamalgam neben dem Urobilinogen 
noch weitere Umsetzungsprodukte auf, die wahrscheinlich Neobili- 
rubinsiure bzw. Isoneobilirubinsiure darstellen. Der ,,Kérper IT?) 
wurde immer erhalten. Das Auftreten der Dipyrrylmethane, das 
hierbei zum ersten Male beobachtet wurde, spricht eindeutig fiir 
eine Spaltung des Urobilinmolekiils und bestitigt eine Vermutung 
von H. Fischer und Mitarbeitern [*), 8. 114], die bei der kata- 
lytischen Reduktion von Stercobilin in Eisessig eine Wasserstofi- 
aufnahme von mehr als 2 H-Atomen fanden. Dieser Befund einer 
reduktiven Spaltung des Urobilinmolekiils kénnte im Hinblick auf 
das Nichterhalten eines krystallisierten Stercobilinogens immer- 
hin von Bedeutung sein. 

(Es sei hier erwihnt, da8 nach unseren Feststellungen der ,,Kérper II“ ') 
wahrscheinlich ein Kondensationsprodukt darstellt, das sekundiir aus Spal- 


tungsprodukten des Mesobilirubinogens entsteht. Niihere Mitteilung dariiber 
erfolgt demniichst.} 


Aus Mesobilirubinogen ist es schon bei geringsten Substanz- 
mengen moglich, durch Oxydation mit Salpetersiiure Methyl-iithyl- 
maleinimid [), 8. 103] zu erhalten. C. J. Watson [*), S. 103] und 
H. Fischer und Mitarbeiter haben nun aus Stercobilin mit der- 
selben Oxydationsmethode niemals Methyl-ithyl-maleinimid er- 
halten. Das synthetische Urobilin gibt nun bei der Umsetzung 
mit konzentrierter Salpetersiure ebenfalls keine Spur von Methyl- 
ithyl-maleinimid. Es tritt an dessen Stelle eine Substanz aui, 


1) Diese Z. 73, 225 (1911); 75, 341 (1911). 
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| die bei wesentlich héherer Temperatur sublimiert und nur un- 


‘i | deutlich in eisblumenartigen Formen krystallisiert. Auch im Ge- 
ma °° & uch ist sie von Methyl-athyl-maleinimid verschieden. Es ist 
_ moglich, daB diesem Oxydationsprodukt die Konstitution XIII 
Hoch & mukomamt, wobei die —CH,OH-Gruppe einmal unter die Methyl-, 
_— das andere Mal unter die Kthylgruppe zu stehen kime. Erst bei 
a Oxydation mit rauchender Salpetersiiure (nach den gleichen Be- 
5 der | dingungen, die H. Fischer und Halbach?) bei der Stercobilin- 
- oxydation angewendet haben) wurde aus dem Urobilin-[X, «-hydro- 
ent-  chlorid und ebenso aus dem Urobilin-XIII,«-hydrochlorid in sehr 
— | geringer Ausbeute Methyl-ithyl-maleinimid erhalten. Gleichzeitig 
erco- 


* @ trat aber auch hier das oben genannte neuartige Oxydations- 
°F 1 produkt auf. 








nach H,C C,H, 
nund & XIII | | 
'f{ Hol ''cH,OH 
eduk- & a4 
nogen & 
obili- FF Diese Versuche zeigen, daB man die Salpetersiure-Oxydation 
rII“1) @ des Urobilins nicht.in Parallele setzen kann mit derjenigen des 


2, das — Mesobilirubinogens. Es scheint, da8 durch die Existenz der 
g fir — ms-Methinbriicke im Urobilin die Oxydation auf andere Wege 
utung §@ geleitet wird als beim Mesobilirubinogen, das drei Methylen- 
kata- § gruppen als Briickenglieder besitzt. 

rstoti- Wiahrend sich somit das Stercobilin vom synthetischen und 
einer  analytischen Urobilin in vielen EKigenschaften itiberhaupt nicht 
k auf —& unterscheidet, ist es grundlegend verschieden in der Summen- 


nmer- — formel und der Erscheinung der optischen Aktivitét. Weiter 
liegen Verschiedenheiten im Ergebnis der Reduktion und der 

+) [IE Oxydation vor, sowie im Schmelzpunkt (ohne allerdings eine De- 

| Spal- pression im Mischschmelzpunkt zu zeigen). 

snes Durch die Uberfihrung des Stercobilins mittels Schwefel- 
' siure in Glaukobilin konnte H. Fischer?) schlieBlich die An- 

stanz-  ordnung der #-Substituenten des Stercobilins als identisch mit den- 

fal | jenigen der natiirlichen Reihe der Bilirubinoide beweisen. 

un 


Die oben geschilderten Eigenschaften des Stercobilins sowie 


ot die Analysenresultate haben nun H. Fischer und Halbach dazu 
: a gefiihrt, dem Stercobilin die Konstitution des Urobilins zugrunde 
vi | zu legen und die Kerne I und IV des Urobilinmolekiils als Pyrro- 


lnkerne zu formulieren (XIV). Damit wurden die 4 H-Atome, 


) Diese Z. 238, 59 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLII. 


, alli, 
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die das Stercobilin mehr enthalten muB8 gegeniiber dem Urobilin, 
untergebracht und gleichzeitig die asymmetrischen Kohlenstofi- 
atome geschaffen, die die optische Aktivitit des Stercobilins er- 























klaren. 
H H 
H,C- C,H; H, Prs Prs=-=— CH, H,C hci -C, I I, 
| I | II | III | | IV 
HO-._}—cH,—_§ —co——1_ (co, —_ +01 
HN N N NH 
H H XIV H 


Hinsichtlich des Unterschiedes zwischen Urobilin und Ster- 
cobilin ist schon friiher [R. Lemberg’)] beobachtet worden, dai 
zwar das Urobilin aus Mesobilirubinogen durch FeCl, dehydriert 
wird, daB das Stercobilin dagegen resistent ist. Bei Einwirkung 
von FeCl, in 25°/,iger Salzsiure auf Urobilin-IX,e (analyt. und 
synthet.) in Methanol bei 100° konnten wir auch feststellen, dai 
bereits nach 10 Minuten ,,Mesobiliviolin“ (identifiziert an der Ab- 
sorptionsbande seines Zn-Komplexsalzes) in gréBerer Menge ge- 
bildet war, wahrend Stercobilin bei der gleichen Behandlung erst 
nach 30 Minuten eine geringe ,,Violin“-Bildung erkennen lie. 
Ebenso konnte bestitigt werden, daf bei FeCl,-Kinwirkung Meso- 
bilirubinogen schon nach 20 Minuten teilweise zu Mesobiliviolin 
umgewandelt ist, daB Stercobilinogen unter den gleichen Verhilt- 
nissen jedoch nur zu Stercobilin oxydiert wird. Daraus ist zu 
schlieBen, daB die Watsonsche Stercobilin-FeCl,-Molekilverbin- 
dung stabil ist im Gegensatz zur entsprechenden Verbindung des 
Urobilins, bei der ja, wie schon gezeigt, leicht Oxydationsprodukte 
gebildet werden. Weiter geht aus den obigen Beobachtungen 
hervor, daB das ,, Kopromesobiliviolin“, welches Watson [* 5), 8. 103) 
haufig als Begleiter des Stercobilins isoliert und mit ,,Mesobili- 
violin“ identifiziert hat, nicht aus Stercobilin entstanden sein 
kann. Da es dagegen aus Urobilinogen leicht erhaltlich ist, diirfte 
sein Vorkommen immer fir das urspriingliche Vorhandensein 
yon Urobilinogen sprechen. 

Alle diese Ergebnisse bestétigen wieder, daB als Umbauprodukte 
des Blutfarbstoffes zwei bilirubinoide Farbstoffe vorkommen und 
daB streng ausemnanderzuhalten sind: 

1. das Urobilin (Urobilin-IX, a) als Oxydationsprodukt des 
Urobilonogens und 





*) Nature 134, 422 (1934); Chem. and Ind. 53, 179 (1934). 





H 




































Synthese des Urobilins (Urobilin-[X,«) usw. 119 


ybilin, HB 2 das Stercobilin, das seine Entstehung einem komplizierteren 
stofi- & ProzeB verdanken muf. 
is er- & Berden Farbstoffen gemeinsam ist die Anordnung und die 


Hydrierungsstufe der Briickenglieder. 
: Das ,,Kopromesobiliviolin entsteht nur aus dem Urobilinogen. 
-C,H, Im Hinblick auf die Ergebnisse von ©. J. Watson sowie 
von Heilmeyer und Krebs dirfte Stercobilin auch im Harn 


-OH ° ee 
| vorkommen. Dafiir sprechen auch die Alteren Befunde von 
| | kK. Hoesch ["), S. 104}, der beobachtete, daB manche ,,Urobilin“- 
St Harne mit FeCl,-HCl Mesobiliviolin geben, andere nicht. 

er- 

dab © Auf die von R. Lemberg ['), S. 118) diskutierten Urobilinformeln 
hy niher einzugehen, eriibrigt sich, da sie rein spekulativ sind und von ihm 
driert ' durch keinerlei analytisches oder synthetisches Beweismaterial gestiitzt 

: 7 y § 

rkung && sind. Die von ihm vorgeschlagene Urobilinformel mit den —CO-Briicken, 
. und die lediglich aus den iilteren Analysenresultaten C. J. Watsons konstruiert 
— dak ist, ist durch die neueren analytischen und in dieser Arbeit vorliegenden 
: Ab synthetischen Ergebnisse iiberholt und hinfillig. 


SchlieBlich seien noch die Veresterungsversuche, die wir bei Uro- 
GC ge- bilin angestellt haben, erwiihnt. Da bei den Urobilinen bei Behandlung 
y erst mit Methanol-HCl sowie mit Dimethylsulfat-NaOH Oxydation festgestellt 
lieB. wurde, wurde die Veresterung mit Diazomethan versucht. Das Reaktions- 
produkt konnte jedoch wie bei Stercobilin [*), S. 103; 4), S. 117] noch 
apm nicht gefaBt werden. Der Urobilin-IX,a-methylester lag bis jetzt nur in 
violin #% (Chioroformlésung vor. Er ist spektroskopisch mit dem freien Urobilin 
rhilt- [% sowie mit dessen Lisung in n/10-NaOH identisch; die Absorptionsbanden 
st zu jj seines Hydrochlorides und seines Zn-Komplexsalzes sind gegeniiber denen 


Vi eso- 


ebin- des Urobilins und seines Hydrochlorids um etwa 5 mu nach Rot verschoben. 
_ && Mit dem gleichartig hergestellten Stercobilinester besteht spektroskopisch 
g des villige Identitét. Bei Einleiten von HCl-Gas trat nur eine geringe Farb- 
dukte J vertiefung ein; die von Watson beschriebene [‘), S.103] Griinfirbung wurde 
ingen —& uicht beobachtet, auch nicht beim Stercobilin. Sie ist sicher auf eine Ver- 
103) unreinigung der Substanz zuriickzufiihren. 
obili- Die Reaktionsprodukte der Resorcinschmelze des Urobilins stehen in 
sein vollkommener Ubereinstimmung mit den beim Stercobilin erhaltenen. Es 


; entstand bei reinem Ausgangsmaterial (spektroskopisch als Umsetzungs- 
litrite produkt mit Ehrlichs Reagens identifiziert) Neo- bzw. Iso-neobilirubin- 
nsein siure. Ausgehend von unreinem, freiem Urobilin wurde neben Neobili- 
rubinsiure auch die Bildung von Neoxanthobilirubinsiure beobachtet; ebenso 
/ auch beim freien aus Mutterlaugen gewonnenen Stercobilin. 
duke Endlich wurde noch gepriift, ob bei dem synthetischen Urobilin-[X,« 
und & der von Garrod und Hopkins’) und von C. J. Watson [*), S. 103] beim 
Ansiiuern der Bicarbonatlésung des Stercobilins beobachtete ,,E“-Streifen 
auftritt. Er wurde mit Urobilin jedoch nur einmal erhalten, mit Sterco- 
t des & bilin iiberhaupt nicht und scheint eher fir eine Verunreinigung des Materials 
| 20 sprechen. 


1) J. of Physiol. 20, 112 (1896). 
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Versuche. 


Formyl-neobilirubinséure = 5-Oxy-3', 4-dimethy]-3-athyl-5’-formy]. 
pyrromethan-4’-propionsaure (III). 2 ccm einer 1°/,igen Liésung von 
kolloidalem Palladium in n/10-Natronlauge werden mit 20 ecm n/10-Natron- 
lauge verdiinnt und in der Schiittelente (100 ccm) mit Wasserstoff ve. 
sittigt. Hierauf werden 200 mg Formy] - neoxanthobilirubinsdure (VII) 
zugegeben. Innerhalb 9 Stunden wird die anfangs gelb-griine Lisung unter 
Aufnahme von 1 Mol (= 16,2 ccm) Wasserstoff fast véllig farblos. Nach 
Abfiltrieren von dem ausgeflockten Katalysator wird mit 2 n-Essigsiiure 
angesiuert. Die Formyl-neobilirubinsiure wird mit Chloroform ausgezogen. 
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Die Lésung wird einmal mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren getrocknet 
und dann eingeengt. Dabei fillt die Siure zum Teil in schlecht ausgebildeten 
hellgelben Prismen aus. Durch Zugabe von Petrolither wird die Fallung 
vervolistindigt. 

Die Formy]-neobilirubinsiure ist unléslich in Petrolither, sehr schwer 
léslich in Ather und Benzol, merklich in Wasser, léslich in Methanol und 
Chloroform, leicht léslich in Eisessig. Aus einem Ansatz von 400 mg Formy!- 
neoxanthobilirubinsdure in 40 cem n/10-Natronlauge und 4 cem einer 1°/, igen 
Lésung von kolloidalem Palladium in n/10-Natronlauge wurden 350 mg = 
87°), d. Th. Formyl]-neobilirubinsiiure erhalten. Beim Erhitzen mit Ehrlichs 
Reagens tritt Rotfirbung ein. Die rote Lésung ist spektroskopisch iden- 
tisch mit der roten Lésung, die man bei der Ehrlichschen Reaktion der 
Neobilirubinsiure erhilt. Aus Methanol wird die Siéure in rein weiben 
Stibchen, die vielfach zu Biischeln vereinigt sind, erhalten. Smp. 222' 
(unkorr.) = 228° (korr.). 


3,605 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 8,460 mg CO,, 2,333 mg H,0O. — 
3,298 mg Subst.: 0,269 ccm N (22°, 719 mm). 


C,,H,,0,N, (318,2) Ber. C 64,11 H 6,98 N 8,80 
Gef. ,, 64,00 ,, 7,24 ,, 8,92 


Formyl -iso-neobilirubinsaure = 5-Oxy-3,3’- dimethyl -4-athyl- 
5’-formyl-pyrromethan-4’-propionsaure (IX). Die Darstellung erfolgt aus 
Formy]-iso-neoxanthobilirubinsiure wie bei der Formyl-neobilirubinsiure. 
400 mg in 40 cem n/10-Natronlauge und 4 ccm einer 1°/, igen Lésung von 
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_ kolloidalem Palladium in n/10-Natronlauge nahmen dabei innerhalb 19 Stdn. 


i Mol Wasserstoff auf. Aufarbeitung iiber Chloroform. Aus der eingeengten 


' Chloroformlésung wird durch Petrolither die Formy]-iso-neobilirubinsdure 
jin langen, farblosen Nadeln ausgefillt. Sie zeigt die gleichen Eigenschaften 
' wie ihr Isomeres (S. 120), in Methanol etwas schwerer léslich. Aus Methyl- 


alkohol umkrystallisiert: kurze, weiBe Prismen. Smp. 236° (unkorr.) = 242° 
(korr.). 
4,541 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 10,683 mg CO,, 2,780 mg H,O. — 


2.270 mg Subst.: 0,186 cem N (22°, 711 mm). 


C,,H,,0,N, (318,2) Ber. C 64,11 H 6,98 N 8,80 
Gef. ,, 64,16 ,, 6,85 ,, 8,87 


Urobilin -IX,a-hydrochlorid (synth.) = 1’,8’- Dioxy -1,3,6,7-tetra- 
methyl -2,8-diathyl-«2’,,7’-tetrahydrobilin-4,5-dipropionsaure-hydro- 


 chlorid oder 1’,8’-Dioxy-1,3,6,7-tetramethyl-2,8-diathyl-ms5’-dehydro- 
| bilan-4,5-dipropionsaure-hydrochlorid (II). 330 mg Formy]-neobilirubin- 
_ siure und 300 mg Iso-neobilirubinséiure werden in 40 ccm Eisessig gelést. 


Die Lésung wird mit 15 cem 2 n-Salzsiure unter Stickstoff 45 Minuten auf 
dem Wasserbad bei einer Temperatur von 70—80° erhitzt. Die Lésung 
wird zuerst braun; dann dunkelrot. Nach Beendigung der Kondensation wird 


| sofort in 1/, Liter Ather gegeben. Aus der rotbraunen Atherlésung wird 
| mit 25°/)iger Salzsiure, simtlicher Farbstoff ausgezogen. Hierauf wird die 
dunkelrote salzsaure Lésung auf das 4 fache Volumen verdiinnt. Aus dieser 
_ Lésung wird mit Chloroform der Farbstoff ausgezogen. Die vereinigten 


Chloroformausziige werden 1 mal mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren 


| getrocknet und unter geringem Unterdruck auf dem Wasserbad bis auf 


wenige Kubikzentimeter eingeengt. Die letzten Reste von Lésungsmittel 


werden im Vakuum abgesaugt. Es hinterbleibt eine griinschillernde Masse. 


ree m 
ay) [te 


Urobilin-IX, a-hydrochlorid. 
Fig. 2. Aus Aceton. Fig. 3. Aus Chloroform. 


| Diese wird noch im Kolben mit wenig Aceton aufgeschlimmt und dann 


filtriert. Dabei bleibt das Urobilin-[X,a-hydrochlorid als orangerote Sub- 


_ stanz auf dem Filter zuriick. Sie wird mit Aceton aus der Hiilse extrahiert. 


Beim Einengen der Acetonlésung krystallisiert das Urobilin-IX, «-hydro- 
chlorid rein aus, und zwar in den orangeroten boots- oder spindelférmigen 
Krystallen, die S. 107/108 niiher beschrieben sind. (Vgl. Fig.2 u. Fig. 10, Taf. 1) 
Schmelzpunkt der aus Aceton umkrystallisierten Substanz 194—195° (unkorr.) 


- = 199—200° (korr.). Aus Chloroform krystallisiert das reine Urobilin-1X, «- 
| hydrochlorid in Prismen (vgl. Beschreibung S. 107/108 sowie Fig. 3 u. Fig. 8, 
| Taf. I) Smp. 145—168° (unkorr.) = 147—171° (korr.). —- Ausbeute nach der 
| oben besehriebenen Darstellungsmethode 350 mg = 54°, d. Th. — Das 
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Urobilin -IX,a- hydrochlorid ist unléslich in Petrolither, fast unléslich jy 
Ather, schwer léslich in Aceton, Benzo] und Tetrachlorkohlenstoff, loslich 
in Chloroform, leicht léslich in Methyl- und Athylalkohol und Eisessig. 


Analysen vgl. 8. 109 u. 127. Bd 
Spektrum des Urobilin-[X, «-hydrochlorids: 


in Chloroform: 511—485 ... 465; End-Abs. 400 mu: 

— ‘ 
; 495 | 
in 95°/,igem Athylalkohol: 505—480 ... 460; Knd-Abs. 400 mu: ¥ 
ee : g; 
492 I 
in n/10-NaOH: Beschattung ab 510 schwach, ab 505 mu Villig. ¢ 
Spektrum des Zink-Komplexsalzes in Alkohol: pk 
516—500; End-Abs. 400 mu. : 
—_ lI 
508 is 


Die Lésung ist in der Durchsicht hellrot und zeigt im auffallenden 
Licht intensive Griin-Fluorescenz. Im Ultraviolett fluoresciert Urobilin-IX,«. B ¢ 
hydrochlorid im festen Zustand hell-orangerot (mit dem Maximum der — * 
Intensitit bei 614 mu), in Chloroform-Lésung gelbgriin. 


Urobilin-IX,« (synthet.) (II) = 1’,8’-Dioxy-1,3,6,7-tetramethyl 
2,8-didthyl-«2’,,7’-tetrahydrobilin-4,5-dipropionséure. 100 mg Uro- & c] 


bilin-[X,«-hydrochlorid werden bei gewéhnlicher Temperatur in etwa " 
10 eem 2 n-Natriumcarbonatlésung gelést. Dabei tritt eine schwache Farb- — *' 
aufhellung ein. Unter Eiskiihlung wird vorsichtig mit 2 n-Essigsiure an- C1 
gesiiuert und der Farbstoff mit Chloroform erschépfend ausgezogen. Das — *' 
Urobilin-IX,« lést sich mit orangeroter Farbe im Chloroform. Die essig- _ 
saure Lésung bleibt schwach gefirbt. Die vereinigten Chloroformausziige J *' 
werden 1 mal mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren getrocknet und unter ki 
Unterdruck bei méglichst niederer Temperatur bis auf etwa 4—2 cem ein- Df 
geengt. Das Urobilin-IX,« krystallisiert in orangeroten feinen Nadeln aus. 
Smp. 167—169° (unkorr.). Ausbeute fast quantitativ. n 
Das Urobilin-IX,e zeigt gegeniiber seinem Hydrochlorid nur geringe 


Unterschiede in den Léslichkeitsverhiltnissen; in Aceton ist es etwas leichter 
léslich. Urobilin-I[X,o und sein Zinksalz besitzen die gleichen Absorptions- & 
banden wie das Hydrochlorid und dessen Zinksalz. Urobilin-[X,« (synth) U 
krystallisiert aus Chloroform (Fig. 12, Taf. II) und Aceton in feinen Nadeln. §  p, 
Der Schmelzpunkt des aus Aceton erhaltenen Produktes ist 173° (unkorr: C 
= 177° (korr.); bei 158° Dunkelfiirbung, bei 171° Sinterung. rr 

Das krystallisierte Urobilin-IX,« enthilt Wasser. Bei wiederholten §  }; 
Trocknungen und Stehenlassen an der Luft wurden folgende Werte fiir 
den Wassergehalt erhalten: Abnahme bei 4,780 mg Subst. (40 Stunden bei 


45° i. Hochy.) = 0,175 mg, Zunahme an der Luft in 2 Minuten = 0,175 mg : 
Dies entspricht bei M. G. 590,4: 1,2 Mol H,O. — Mit Aceton extealtert: e 

4,600 mg Subst. (i. Hochv. 40 Stunden bei 45° getr.): 11,300 mg CO, — 70 
2,985 mg H,O. — 3,510 mg Subst.: 0,294 ccm N (21°, 713 mm). Li 


C3 HygO,N, (590,4) Ber. C 67,07 H 7,18 N 9,49 B 25 
Gef. ,, 67,00 5 1,26 » Bie 
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Synthese des Urobilins (Urobilin-[X,«) usw. 123 


Spektrum in Chloroform oder Alkohol sowie n/10-NaQH: Beschattung 
ab 505 mu. 


Die Fluorescenz des Zinkkomplexes und dessen Absorption sind denen 
des Urobilin-[X,e-hydrochlorides gleich. 

Im Ultraviolett fluoresciert das Urobilin-[X,« (synthet.) im festen Zu- 
stande dunkelrot, in Chloroformlésung orangerot. 


Urobilin-IX, «-hydrobromid (synthet.). 50 mg Urobilin-IX,« werden 
in 2n-Sodalésung aufgenommen und mit etwa 5°/, iger Bromwasserstoff- 
siure schwach angesiuert. Mit Chloroform wird der Farbstoff ausgezogen. 
Die Chloroformlésung wird 1 mal mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren 
cetrocknet und auf dem Wasserbad eingeengt. Aus wenig Chloroform 
krystallisiert dann das Urobilin-[X,a-hydrobromid aus. Mit Aceton extra- 
hiert, wird nach Einengen der Acetonlésung das Urobilin-[X,a-hydrobromid 
n spindelf6rmigen Krystallen erhalten, die oft drusig verwachsen sind. 
Smp. 195—196° (unkorr.) = 200-—201° (korr.), Dunkelfirbung bei 182°, 
Sinterung bei 190°. Die Léslichkeitsverhialtnisse sind annihernd die 
gleichen wie die des Hydrochlorids; in Aceton ist das Hydrobromid etwas 
schwerer léslich. 


Iso-urobilin-IX, u-hydrochlorid (synthet.)(X) = 1',8’-Dioxy-1,3,6,7- 
tetramethyl-2,8-diathyl-ms,4’-dehydrobilan-4,5-dipropionsaure-hydro- 
chlorid. 70 mg Formyl-iso-neobilirubinsiiure werden mit 65 mg Neobili- 
rubinséure in 12 ccm Eisessig gelést und in Stickstoffatmosphire 40 Minuten 
auf dem Wasserbad bei einer Temperatur von 70—80° mit 3,5 cem 2 n-Salzsaure 
erhitzt. Die Lésung wird, wie bei Urobilin-IX, «-hydrochlorid (S.121)angegeben, 
aufgearbeitet. Das Iso-urobilin-[X,e-hydrochlorid zeigt in seinem Verhalten 
villige Ubereinstimmung mit Urobilin-[X,a-hydrochlorid. Es krystallisiert 
aus Aceton ebenfalls in Spindeln von orangeroter Farbe. Smp. 192° (un- 
korr.) = 197° (korr.); Dunkelfirbung bei 182°, Sinterung bei 186° Aus- 
beute 55 mg = 40°, d. Th. 

Im Spektrum, in der Fluorescenz usw. besteht villige Ubereinstimmung 
mit Urobilin-[X,a-hydrochlorid. Die Mischung mit Urobilin-[X,a-hydro- 
chlorid (Smp. 199—200° korr.) schmilzt bei 197° (korr.), zeigt also keine 
Depression. 


Iso-urobilin-IX,« (synthet.) (X). Die Darstellung geschieht, wie bei 
Urobilin-[X,a (S. 122) angegeben ist. Man erhalt aus Aceton orangerote 
Prismen mit dem Smp. 173° (unkorr.) = 177° (korr.). In Mischung mit 
Crobilin-[IX,o« (Smp. 177° korr.) zeigt das Iso-urobilin-[X,a keine Schmelz- 
punktsdepression. In seinen siimtlichen Eigenschaften stimmt das Iso-uro- 
bilin-[X,« mit dem Urobilin-IX,a véllig tiberein. 


Urobilin-ITI,«-hydrochlorid (synthet.) (XI) = 1’,8’- Dioxy-2,3,6,7- 
tetramethyl -1,8-diathyl -«2’,,7’-tetrahydrobilin -4,5-dipropionsaure- 
hydrochlorid (synthet.). 300 mg Iso-neobilirubinsiure werden in 15 cem 
Ameisensiure (100°/, ig) gelést und unter Stickstoff auf dem Wasserbad bei 
‘0—80° wihrend 30 Minuten mit 10 ccm Essigsiureanhydrid erwirmt. Die 
Lisung nimmt eine tiefrote Farbe an. Die Aufarbeitung wird iiber Ather, 
25°/,iger Salzsiiure und Chloroform wie bei Urobilin-[X,«-hydrochlorid 
5. 121) durchgefiihrt. 
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Aus Chloroform erhidlt man orangerote Prismen, aus Aceton spindel- 
formige Krystalle; Smp. 197° (unkorr.) = 203° (korr.). Dunkelfirbung bej 
185°, Sinterung bei 190°. Ausbeute 150 mg = 46°, d. Th. 

Spektroskopisch besteht bei Urobilin-III,«-hydrochlorid véllige Uber. 
einstimmung mit Urobilin-[X,e-hydrochlorid. In den Léslichkeitsverhiilt. 
nissen bestehen geringe Unterschiede; und zwar scheint das Urobilin-III, «- 


hydrochlorid in Chloroform und Aceton etwas léslicher zu sein als das 
Urobilin-[X, «-hydrochlorid. 


Urobilin-III, « (synthet.). Die Darstellung wird aus dem Urobilin-III, «- 
hydrochlorid nach der bei Urobilin-[X,« angegebenen Vorschrift (S. 122) 
vorgenommen. 

Das Urobilin-III,e wird in fast quantitativer Ausbeute erhalten. Es 
krystallisiert aus Chloroform in orange gefirbten feinen Prismen mit paral- 
leler Ausléschung.~ Smp. 179° (unkorr.) = 183° (korr.); Dunkelfirbung bei 
170°, Sinterung bei 173°. 

Das Molekiil ist wasserhaltig. Nach dem Trocknen nimmt es aus der 
Luft wieder eine konstante Menge Wasser auf. Abnahme bei 4,940 mg 
(40 Stunden bei 45° i. Hochv.) = 0,140 mg, Zunahme an der Luft in 2 Mi- 
nuten = 0,135 mg. Dies entspricht bei Mol.-Gew. 590,4 0,96 Mol H,O. — 
Durch Extraktion mit Aceton gereinigt. 


4,520 mg Subst. (bei 45° 40 Stunden i. Hochv. getr.): 11,110 mg C0,, 
2,835 mg H,O. — 8,918 mg Subst.: 0,343 cem N (22°, 716 mm). 
C,3H,.0.N, (590,4) Ber. C 67,07 H 7,18 N 9,49 
Gef. ,, 67,04 ,, 7,02 ,, 9,54. 


Urobilin - XIII,«-hydrochlorid (synthet.) (XII) = 1’, 8’ - Dioxy- 
1,3,6,8-tetramethyl-2,7-diathyl-« 2’, »7’-tetrahydrobilin-4,5-dipropion- 
saure-hydrochlorid. a) Durch Kondensation von Neobilirubinsdure mit 
Ameisensiure—Essigsiureanhy drid.— 200 mg Neobilirubinsiure (VIII) werden 
in 15 cem Ameisensiure gelést und im Stickstoffstrom 45 Minuten auf dem 
Wasserbad bei 70—80° mit 8 ccm Essigsiureanhydrid erwirmt. Die Auf. 
arbeitung erfolgt iiber Ather, 25°/,iger Salzsiiure und Chloroform wie bei 
Urobilin-[X,« (synthet.) (S. 121). Ausbeute 110 mg = 52°/, d. Th. 

b) Durch Kondensation yon Formyl]-neobilirubinsiure (III) mit Neo- 
bilirubinsiure (VIII), — 440 mg Formyl]-neobilirubinsiéure und 400 mg Neo- 
bilirubinsiure werden in 40 ccm Eisessig gelést und in Stickstoffatmosphiire 
wihrend 80—40 Minuten auf dem Wasserbad bei 70—80° mit 15 ccm 
2n-Salzsiure erwiirmt. Die Lésung wird wie bei Urobilin-IX,a (synthet.) 
(S. 121) aufgearbeitet. Ausbeute 550 mg = 63°/, d. Th. 

Das Urobilin-XIII,e-hydrochlorid krystallisiert aus Chloroform in 
orangeroten Prismen mit gerader Ausléschung, aus Aceton in spindelférmigen 
Nadeln, die vielfach biischlig verwachsen und oft in der Mitte gespalten 
sind. Aus Aceton umkrystallisiert: Smp. 187° (unkorr.) = 192° (korr.); 
Dunkelfirbung bei 167°, Sinterung bei 184°. 

Die Urobilin-XIII,«-hydrochloride, nach Methode a) und b) gewonnen, 
sind miteinander identisch und geben im Mischschmelzpunkt keine Depression. 

Das Urobilin-XIII,a-hydrochlorid ist spektroskopisch, sowie in den 
Fluorescenzreaktionen (auch im Ultraviolett) véllig identisch mit den Uro- 
bilin-hydrochloriden -III,a und -IX,a, es ist jedoch in den Léslichkeits- 
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Synthese des Urobilins (Urobilin-IX,a) usw. 125 


| yerhiltnissen von diesen verschieden. Es ist sowohl in Chloroform wie in 
' Aceton schwerer léslich als Urobilin-I[X,e-hydrochlorid und wesentlich 
| schwerer léslich als Urobilin-III,o-hydrochlorid (Analysen vgl. S. 127). 


Urobilin-XIII,« (synthet.). (XII) = 1’,8’-Dioxy-1,3,6,8-tetramethy]- 


| 2,7-diathyl-c-2’, -7’-tetrahydrobilin-4,5-dipropionsaure. Die Darstellung 
 erfolgt aus dem Urobilin-XIII,a-hydrochlorid nach der beim Urobilin-[X,« 
 (synthet.) (S. 122) angegebenen Vorschrift. 


Aus Chloroform erhilt man das Urobilin-XII,« in orangeroten, oft 


' zu Biischeln verwachsenen Nadeln. Es wird durch Extraktion mit Aceton 


gereinigt und krystallisiert, dann in schmalen, spitz 


abgeschnittenen, oft gekreuzten Prismen (Fig. 4) mit Q 
| Smp. 172° (unkorr.) = 176° (korr). Dunkelfirbung 

| bei 158°, Sinterung bei 160°. — In Mischung mit ; 
 Urobilin-III,a (Smp. 183° korr.) liegt der Smp. bei 
176° (korr.), in Mischung mit Urobilin-LX, a (Smp. 177° 


Fig. 4. Urobilin-XIII,a 


korr.) bei 176° (korr.), zeigt also in beiden Fiillen pray ron 


| keine Depression. 


Urobilin-XIII,a@ bindet Wasser in konstantem Verhiltnis: 


4,887 mg Subst. verlieren (40 Stunden bei 45° i. Hochv. getr.) 0,102 mg 


; und nehmen an der Luft in 2 Minuten 0,105 mg H,O auf. Bei Mol.-Gew. 
590,4 entspricht das 0,72 Mol H,0. 


Mit Aceton extrahiert: 


4,744 mg Subst. (40 Stunden bei 45° i. Hochv. getr.): 11,620 mg CO,, 


| 3,068 mg H,O. — 3,678 mg Subst.: 0,320 cem N (20°, 718 mm). 


C,3H,.O,N, (590,4) Ber. C 67,07 H 7,18 N 9,49 
Gef. ,, 66,80 ,, 7,28 ,, 9,58. 


Urobilin-XIII,«-hydrobromid. Die Darstellung erfolgt aus dem Uro- 


bilin-XIIT,@, wie bei Urobilin-[X,«-hydrobromid angegeben wurde (S. 123). 


Aus Aceton erhilt man das Urobilin-XIII,a-hydrobromid in sehr gut 


ausgebildeten, orangeroten, spindelférmigen Krystallen. Smp. 194° (unkorr.) 
| = 199° (korr.); Dunkelfirbung bei 185°, Sinterung bei 188°. Nach 2 maligem 
_ Umkrystallisieren aus Aceton erhilt man das Urobilin-XIIJ,o-hydrobromid 
in langen Nadeln. Gleichzeitig sinkt der Smp. und wird unscharf, da HBr 
_ abgespalten wird. (Die Mutterlauge wird dabei blauviolett, ein Effekt, der 
- auch erreicht wird, wenn man Brom- oder Chlorwasserstoff in Urobilin- 


lisungen einleitet). 


Urobilin-hydrochlorid (analyt.) = Urobilin-IX,«-hydrochlorid 


analyt.) =1’,8’-Dioxy-1,3,6,7-tetramethyl-2,8-diathyl-ms-5’ (oder ms-4’)- 
 dehydrobilan-4,5-dipropionsaure-hydrochlorid. 500mg Mesobilirubinogen 
_ (analyt.) werden in 50 cem Eisessig gelést und '/, Stunde auf dem Wasser- 
| bad bei 70—80° erwirmt. Die anfinglich hellgelbe Lésung fiirbt sich 
| dabei tiber Braun nach Dunkelrot. Eine stark verdiinnte Lésung ist hell- 
| braun gefarbt und zeigt mit Ehrlichs Reagens nur eine schwache Farb- 
vertiefung. Die Fluorescenz mit alkoholischer Zinkacetatlésung ist intensiv. 
- Nun wird in 1/, Liter Ather gegeben und mit 25°/, iger Salzsiiure erschépfend 
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ausgezogen. Das Urobilin geht mit roter Farbe in die Siure. Der Athe 


bleibt gringelb gefarbt. Aus der salzsauren Lésung wird der Farbstof 
unter gleichzeitigem Verdiinnen mit dem 4fachen Volumen Wasser mit 
Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloroformausziige werden 1 mal mit 
Wasser gewaschen, durch Filtrieren getrocknet und bei geringem Unter. 
druck bei méglichst tiefer Temperatur auf dem Wasserbad eingeengt. Der 
letzte Rest Lésungsmittel wird im Vakuum abgesaugt. Die zuriickbleibende 
griin-rot schillernde Masse wird in Aceton aufgeschlimmt und abgenutschit, 
Es hinterbleibt eine orangerote Substanz, die durch Extraktion mit Acetoy 
gereinigt wird. Ausbeute bis zu 20—25°/, d. Th. Beim Einengen der 
Acetonlésung krystallisiert das analytische Urobilin-IX,«-hydrochlorid in 
orangeroten Spindeln, die hiufig gekreuzt sind und vielfach Spaltungslinien 
aufweisen (Fig. 11, Taf. I). Smp. 187—192° (unkorr.) = 192—197° (korr): 
Dunkelfirbung bei 165°, Sinterung bei 174°. 

Die Mischung von synthetischem Urobilin-[X,«-hydrochlorid (Smp. 19) 
bis 200° korr.) mit analytischem Urobilin-LX,«-hydrochlorid schmilzt bei 192° 
also keine Depression. 

Aus Chloroform krystallisiert das analytische Urobilin - LX, @ - hydro. 
chlorid zuerst in rechteckigen oder quadratischen orangeroten Blattchen 
(Fig. 7, Taf. I, nach mehrmaligem Umkrystallisieren aber in Prismen, die 
teils gerade, teils schrig abgeschnitten sind (Fig.9, Taf.D. Smp.180—185°, 
Die Krystalle zeigen zwischen gekreuzten Nicols parallele Ausléschung, 
Pleochroismus ist nicht zu beobachten. Ebenso wie bei dem synthetischen 
Urobilin-[X, «-hydrochlorid und Stercobilin altern die Krystalle rasch unter 
Bildung von Rissen und Spaltlinien; dabei ist Pseudomorphose zur iso- 
tropen Form festzustellen. (Vgl. auch S. 107 und 108.) 


Das Urobilin-IX,e-hydrochlorid (analyt.) ist unléslich in Petroliither, 
fast unldslich in Ather, schwer lislich in Aceton, Benzol und Tetrachlor- 
kohlenstoff, léslich in Chloroform und leicht léslich in Methyl- und Athy!. 
alkohol sowie in Eisessig. Es besitzt also die gleichen Léslichkeitseigen- 
schaften wie das synthet. Produkt. — Spektroskopisch gelten fiir das 
analytische Urobilin die gleichen Daten wie fiir das synthetische Uro- 
bilin-LX,a-hydrochlorid (vgl. S. 122), ebenso fiir das Zink- Komplexsalz. 
Im Ultraviolett fluoresciert das analytische Urobilin-IX,a-hydrochlorid im 
festen Zustand hell-orangerot mit dem Maximum der Intensitit bei 614 mu, 
in Chloroformlésung gelbgriin. 


Mesobilirubin-IX,a, (analyt.). Der oben erwihnte gelbgriin ge- 
firbte Ather (S. 126) wird mit Wasser siiurefrei gewaschen, durch Filtration 
getrocknet und stark eingeengt. Nach lingerem Stehen krystallisieren 
daraus wenige gelbe, derbe, teilweise zugespitzte und biischlig verwachsene 
Prismen aus. Aus Pyridin umkrystallisiert, Smp.292°(unkorr.) = 301° (korr.), 
Die Krystallform ist die des Mesobilirubins. Die Gmelinsche Reaktion 
ist positivy und stimmt mit der des Mesobilirubins iiberein. Damit ist mit 
gréBter Wahrscheinlichkeit Mesobilirubin nachgewiesen. Ausbeute duBerst 


gering. 

Urobilin (analyt.) = Urobilin-IX,« (analyt.) = Urobilin - IX, « 
(synthet.). Die Darstellung erfolgt aus dem analytischen Urobilin-LX, «- 
hydrochlorid nach der bei dem synthetischen Urobilin-IX,o (S. 122) an- 
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»gegebenen Methode. Ausbeute fast quantitativ. — Aus Chloroform krystalli- 
‘siert das analyt. Urobilin in orangeroten, hiiufig zu Biischeln verwachsenen 
'Nadeln (Fig. 13, Taf. I]) mit Smp. 165—-169° (unkorr.) = 168—173° (korr.); 
Dunkelfirbung bei 122°, Sinterung bei 148°. — Aus Aceton krystallisiert es in 
‘langen, feinen, orangeroten Nadeln mit dem Smp.170° (unkorr.) = 174 °(korr.). 


| Dunkelfarbung bei 156°, Sinterung bei 160°. Die Mischung von ana- 
‘lytischem und synthetischem (Smp. 177° korr.) Urobilin-IX,« schmilzt bei 
173° (korr.), zeigt also keine Depression. — Spektroskopisch zeigt das analyt. 
| freie Urobilin ebenso wie das synthet. Produkt (in Chloroform- oder Alkohol- 
lésung) die Beschattung ab 510 mu. Im Ultraviolett fluoresciert das analyt. 
Produkt im festen Zustande dunkelrot, in Chloroformlésung orangerot, in 
Ubereinstimmung mit dem synthetischen. Aus Chloroform umkrystallisiert: 


4,447 mg Subst. (24 Stdn. bei 50° im Hochv. getr.): 10,770 mg CO,, 
2.840 mg H,O. — 3,445 mg Subst.: 0,296 cem N (22°, 707 mm). 


Cy3H ON, (590,4) C 67,07 H718 N 9,49 
66,05 , 7,15 ,, 9,22. 


Ber. 
Gef. 


Urobilin - hydrobromid (analyt.) = Urobilin-IX, « - hydrobromid 


(= Urobilin-IX,«-hydrobromid synth.). Darst. aus dem analyt. Urobilin- 
|IX,e nach der gleichen Methode wie bei dem synthet. Produkt (S. 123). 


Es krystallisiert aus Aceton in sehr gut ausgebildeten Spindeln. Smp. 188° 
(unkorr.) = 192° (korr.); | Dunkelfiirbung bei 175°, Sinterung bei 180°. In 


| Mischung mit synthet. Urobilin-1X,«-hydrobromid (Smp. 200—201° korr.) 
' tritt keine Smp.-Depression ein. 


Analysen der Urobilin-hydrohalogenide'). Diese Analysen wurden 


_ ausgefiihrt, bevor die leichte Abspaltbarkeit der Halogenwasserstoffsiiuren 


und die Hygroskopizitiéit der Urobiline erkannt worden war. Sie fiihrten 


zur Feststellung dieser Eigenschaften (vgl. S. 109). 


Urobilin-IX,e-hydrochlorid, synthet. (aus Chloroform, 24 Stdn. 


' im Hochv. bei 40° getr.). 


Jg3HygO,N,- HCl Ber. C 63,17 H 6,92 N 8,94 Cl 5,66 
Gef. ,, 63,57 ,,6,85  ,, 8,67 » 2,81. 
| Nach 2 Tagen erneut analysiert: 
Gef. C 64,29 H 7,10. 


Urobilin-IX,a-hydrochlorid, analyt. (2 Stdn. bei 50° i. V. getr.). 
Urobilin- XIII,a-hydrochlorid: 


a) 1Std. bei 50° i. V. getr.; b) bei gew. Temp. i. V. getr.; c) bei 50° 
im Hochv. getr. 


CygHy,OgN,° HCl Gef. a) C 61,31 H 7,07 N 8,04 Cl 5,97 
b) ,, 61,55 ,, 7,07 ,, 10,42 ,, 5,04 
ec) ,, 63,02 ,, 7,08 a 3,02. 

1) Analysendaten vgl. Dissertation E. Meier, Techn. Hochschule 


Miinehen 1936. 
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Urobilin-XII],a-hydrobromid (bei 50° i. Hochv. getr.). 


C,3H,,0,N,-HBr Ber. C 58,99 H6,46 N 8,34 Br 11,91 
Gef. ,, 60,42 ,, 6,65 ,, 7,88 ,, 5,95. 


Analyse des Stercobilins. Das Stercobilin ist hygroskopisch. 4,675 mg 
Subst. (gew. durch Extraktion mit Aceton) geben (40 Stdn. b. 45° i. Hochy,) 
0,049 mg H,O ab und nehmen an der Luft langsam wieder 0,050 mg H,0( 
auf. Dies entspricht bei einem Mol.-Gew. von 594,4 0,35 Mol H,0O. 


Aus Aceton umkrystallisiert: 


3,722 mg Subst. — 0,013 mg Asche = 3,709 mg Subst. (40 Stunden bei 
45° i. Hochv. getr.): 9,095 mg CO,, 2,670 mg H,O. — 3,260 mg Subst.: 
0,284 cem N (22°, 711 mm). 


(Cs3H, .O,N, (590,4) Ber. © 67,07 H7,18 N 9,49) 
C,,H,,O.N, (594,4) Ber. C 66,62 H780 N 9,48 
Gef. ,, 66,88  ,, 8,05 ,, 9,43. 


Oxydation von Urobilin-IX,«-hydrochlorid. 10 mg Urobilin-IX,«- 
hydrochlorid werden mit 0,2 cem konzentrierter Salpetersiiure (d = 1,37) 
versetzt. Es bildet sich eine rotbraune Lésung, aus der sich Gasblasen 
entwickeln. Nach 12 Stunden ist die Farbe nach hellgelb umgeschlagen. 
Beim Verdiinnen mit Wasser fillt die auch beim Mesobilirubinogen ') beob- 
achtete hellgelbe Substanz (Smp. 154°) aus. Es wird abfiltriert, das Filtrat mit 
fester Soda alkalisch gemacht. Die hellbraune alkalische Lésung wird mehr- 
mals mit Ather ausgezogen. Die farblose Atherlésung hinterlaBt nach dem 
Trocknen (durch Filtrieren) und Einengen wenig hellgelbes Ol. Die Reinigung 
erfolgt durch Sublimation bei 11mm Hg. Ab 170° geht wenig farbloses 
Ol iiber, das nach einiger Zeit in eisblumenartigen Formen krystallisiert. 
Der Geruch ist von dem des Methy]-iithyl-maleinimids verschieden. Methyl- 
ithyl-maleinimid selbst konnte nicht nachgewiesen werden. 


Oxydation von Urobilin-XIII,«-hydrochlorid mit einem Gemisch 
von rauchender und konzentrierter Salpetersaure. 100 mg Urobilin- 
XIII, a-hydrochlorid werden mit 0,5 ccm rauchender Salpetersiure versetzt. 
Dabei tritt sehr heftige Reaktion ein. Zur Abschwichung wird dann noch 
1 ccm konzentrierte Salpetersiiure zugegeben. Die Lésung ist schwach 
braun gefirbt, nach 12 Stunden heligelb. Beim Verdiinnen mit Wasser 
faillt der hellgelbe Koérper mit dem Smp. 155° in ziemlicher Menge an. Er 
wird abfiltriert. Das Filtrat wird mit fester Soda alkalisch gemacht und 
mit Ather ausgezogen. Der Ather wird durch Filtrieren getrocknet und 
abdestilliert. Bei Sublimation im Vakuum bei 11mm Hg (im Reagenzglas 
im Kupferblock) werden 2 Fraktionen erhalten: bei einer Temperatur bis 
110°: 5—10mg Methyl-ithyl-maleinimid. Es krystallisiert in langen, farblosen 
Nadeln, Smp. 66°; zwischen 110° und 200° sublimieren etwa 2 mg des in 
eisblumenartigen Krystallen erstarrenden Kérpers (vgl. S. 128) iiber. 


Die nach dem ersten Atherauszug zuriickbleibende waBrig-alkalische 
Lésung wird mit 2n-Salpetersiiure angesiiuert und erneut mehrmals mit 





1) Diese Z. 127, 327 (1928). 
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Ather ausgezogen. Nach dem Filtrieren und Einengen hinterbleibt ein Ol 

mit esterartigem Geruch. LEindeutig definierte saure Oxydationsprodukte 

konnten nicht erhalten werden. 

Bei einem Versuch mit 30 mg Urobilin-XIII,a-hydrochlorid konnten 
die oben beschriebenen Befunde noch eindeutig erhalten werden. 


Oxydation von Urobilin-XIII,«-hydrochlorid mit Cr0,—H,SO.,. 


| 100 mg UrobilinXIII,e-hydrochlorid werden in 10 cem 33°/, iger Schwefel- 


siure, die 0,1 g Chromsiure enthalten, gelést. Nach 48 Stunden wird mit 
etwa 20°/,iger Natronlauge alkalisch gemacht. Dabei fillt Chromhydroxyd 


- aus. Lésung und Niederschlag werden zusammen 6—T7 mal mit Ather aus- 
| gezogen, wobei eine viéllig farblose Atherlésung erhalten wird. (Auszug I.) 
Die wiBrig-alkalische Lésung wird wieder mit 2 n-Schwefelsiure angesiiuert 


und erneut mit Ather ausgezogen. Auch dieser Auszug (II) ist véllig farb- 
los. Die beiden Ausziige werden durch Filtrieren getrocknet und dann 
eingeengt. Aus dem Auszug I krystallisieren beim Einengen wenige farb- 


lose, lange Nadeln aus, die oft biischlig verwachsen sind. Nach vélligem 


Abdestillieren des Restiithers hinterbleibt ein hellgelbes Ol, das im Vakuum 


_ sublimiert wird. Methyl-ithyl-maleinimid wird nicht erhalten. Es treten 


2 Fraktionen auf: Zwischen 145° und 170° élige Trépfchen, die spiter in 


- eisblumenartigen Formen erstarren; zwischen 210° und 220° ein weiBes 
| Sublimat, das in Sternchen krystallisiert. Das erstere Produkt ist sicher 
 identisch mit dem bei der Oxydation mit Salpetersiiure erhaltenen (S. 128), 
das letztere konnte noch nicht identifiziert werden, ebenso nicht die aus 
dem Auszug ITI erhaltene krystallisierte Substanz. 


Mesobilirubinogen-XIII,« (synthet.), durch katalytische Hydrie- 


' rung von Urobilin-XIII, «-hydrochlorid. 0,3 ccm einer 1°/, igen kolloidalen 


Lésung von Palladium in n/10-Natronlauge werden mit 20 cem 0,5 n-Natron- 


| lauge in der Schiittelente (100 ccm) mit Wasserstoff gesiittigt. Dann werden 
' 100mg Urobilin-XIII,a-hydrochlorid zugegeben und weiter hydriert. [Die 
| Wasserstoffaufnahme erreichte mit 3,9 cem H, nach 2 Stunden ihr Ende; 

das entspricht bei 18° und 709 mm Hg einem Mol Wasserstoff (Theorie 


= 4,1 ecm). Die Lésung war noch schwach braun gefirbt; durch erneute 
Zugabe von Katalysator konnte weder vdollige Entfirbung noch weitere 


_ Wasserstoffaufnahme erreicht werden.| 


Vom ausgeflockten Katalysator wird abfiltriert. Das Filtrat wird mit 
2 n-Schwefelsiiure angesiiuert und aus der sauren Lisung das Hydrierungs- 
produkt mit Chloroform ansgezogen. Die braune Chloroformlésung wird 
imal mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren getrocknet und auf etwa 
) com eingeengt. Dieses Konzentrat gieBt man in 80 cem Petrolither. 


| Dabei fallt ein amorpher, brauner K6rper, der ,,Kérper II aus. Von 


diesem wird abfiltriert. Das nunmehr farblose Filtrat wird eingeengt, bei 
méglichst tiefer Temperatur. Nach nochmaligem Zusatz von wenig Petrol- 
‘ither zur konzentrierten Lésung krystallisieren lange, farblose Prismen aus. 
Smp. 194°. Ausbeute etwa 80°, d.Th. Mit Ehrlichs Reagens tritt Rot- 


. firbung ein. Die rote Lésung zeigt spektroskopisch 2 Banden (I. 580—550; 


Il. 5}08—475 mu) wie die aus Mesobilirubinogen-IX,o (analyt.) erhaltene. 
Die Mischung mit analyt. Mesobilirubinogen (Smp. 195°) schmilzt bei 195°, 
zeigt also keine Depression. Aus Essigester umkrystallisiert. 
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4,324 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 10,525 mg CO,, 2,914 mg H,O. ~ 
8,141 mg Subst.: 0,237 cem N (22°, 719 mm). 


Cy3H,,0,N, (592,4) Ber. C 66,84 H 7,49 N 9,45 
Gef. ,, 66,39 ,, 7,54 ,, 9,51. 


Reduktion von Urobilin-XIII,«-hydrochlorid mit Natriun. 


amalgam. 100 mg Urobilin-XIII,o-hydrochlorid werden in 5 ccm 0,2n-§ . 


Natronlauge gelést und mit 0,8 g 5°/, igem Natriumamalgam im geschlossenen 
GefiB reduziert. Nach 2'/, Stunden war die Lésung nur noch schwach 
gelb. Vollstindige Entfirbung konnte nicht erzielt werden. Die Aufarbei. 
tung geschieht, wie oben bei der katalytischen Reduktion angegeben ist. 


Nach Abfiltrieren des ,,Kérpers II“ wird jedoch nicht eingeengt, 
sondern unter Eiskiihlung zur Krystallisation gebracht. Man erhiilt als 
Fraktion I lange, farblose Prismen mit dem Smp. 180—182°. In Mischung 
mit Mesobilirubinogen-XIII, « (Smp. 194°), das durch katalytische Hydrierung 
erhalten wurde, liegt der Smp. der Fraktion I bei 183°, zeigt also keine 
Depression. Mit Ehrlichs Reagens erhilt man eine rote Lésung, die im 
Spektrum 2 Banden besitzt: I. 575—545; Il. 505—485 mu, wie die mit 
analytischem Mesobilirubinogen erhaltene. 


Beim Einengen der Mutterlauge erhilt man als Fraktion II farblose 
Prismen (und hellbraune Flocken), Smp. 168°. Der spektroskopische Ver- 
gleich des Umsetzungsproduktes von Fraktion II mit Ehrlichs Reagens 
mit dem aus reinem Mesobilirubinogen und reiner Neobilirubinsiure dar. 
gestellten zeigt, daB in Fraktion II ein Gemisch von Mesobilirubinogen 
und Neobilirubinsiure vorliegt. 

Dasselbe gilt auch fiir eine noch aus den Restlaugen erhaltene 
Fraktion III mit dem Smp. 157°. 


Kupplungsversuche mit Urobilin. a) Mit Phenyldiazoniumchlorid. 
Etwa 2 mg Urobilin-hydrochlorid werden in 1 cem Athanol gelést und mit 
leem 2n-Salzsiure, die pro Kubikzentimeter 25 mg Phenyldiazoniumchlorid 
enthalt, versetzt. 

Sowohl bei Urobilin-XIII,« wie auch bei Urobilin-LX,« (analyt.) trat 
keine Farbinderung ein. Nach 12 Stunden konnten die Urobiline aus der 
mit Wasser verdiinnten Lésung mit Chloroform unverindert ausgezogen 
werden. 

b) Mit Diazobenzolsulfosiiure wird ebenfalls keine Kupplung erzielt: 
auch hier kann das Urobilin unverindert zuriickgewonnen werden. 


Versuche zur Veresterung des Urobilins. a) Mit Methylalkohol- 
Salzsiiure. — In eine methylalkoholische Urobilin-Lésung wurde unter Eis- 
kiihlung trockener Chlorwasserstoff bis zur Sittigung eingeleitet. Dabei 
verfirbte sich die Lésung nach Violett. Es ist Oxydation des Urobilins 
eingetreten. 

b) Mit Dimethylsulfat-Natronlauge. — Zu einer schwach alkalischen 
Urobilin- Lésung wurde 1'/, Mol Dimethylsulfat gegeben und bei stets 
alkalischer Reaktion geschiittelt. Auch hierbei trat Verfairbung der Lésung 
nach Violett ein und Oxydation des Urobilins. 
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c) Mit Diazomethan. — Urobilin-ITX,«-hydrochlorid wird in Methanol 


tritt unter geringer Farbaufhellung N,-Entwicklung ein. Nach Zersetzung 


' yon tiberschiissigem Diazomethan mit verdiinnter Salzsiiure wird mit Chloro- 


form ausgeschiittelt und die Chloroformlésung mit Natronlauge und Wasser 
gewaschen. 
Spektrum der Chloroform-Lésung. Beschattung ab 521 mu schwach, 


| ab 514 mu vollig. 


Beim Einleiten von HCl tritt eine geringe Farbvertiefung ein und 
das Spektrum eines Urobilin-hydrochlorides erscheint: 
514—480...455; End-Abs. 400 mu. 


tll 


497 


Mit alkoholischer Zinkacetatlésung entsteht eine etwas unreine Fluores- 
cenz mit der Absorption von: 
521—499 ...472 mu. 
510 


Bei dem Versuch, den Urobilin-ester zu isolieren, wurde bis jetzt lediglich 


eine hellgelbe amorphe Substanz erhalten, die in Ather und Petrolither 
-unléslich ist und nur noch eine schwache Fluorescenzreaktion gibt. Die 


Versuche werden fortgesetzt. 


Analytisches und synthetisches Urobilin-[X,a sowie Stercobilin ver- 
hielten sich bei den Veresterungsversuchen gleichartig. 


Versuch zur Veresterung der Formyl-neobilirubinsaure. 200mg 


| Formyl-neobilirubinsiure (III) werden in der eben ausreichenden Menge 
Chloroform gelést und dazu eine iatherische Lésung mit der doppelten 


Menge des theoretisch geforderten Diazomethans gegeben. Dabei entwickelt 
sich Stickstoff. Das iiberschiissige Diazomethan wird mit n/10-Salzsiure 
zerstért. Die Liésung wird mit 5°/,iger Natronlauge durchgeschiittelt und 
mit Wasser gewaschen. Die Atherlésung wird durch Filtrieren getrocknet 
und eingeengt. Dabei fillt eine gelbe Substanz aus, die teilweise krystalli- 


siert ist. Rohausbeute etwa 180mg. Aus Chloroform—Petrolither erhilt 


man die Substanz in farblosen Nadeln, aus Methanol in derben Prismen 
vom Smp. 176° (korr.). 


Aus Methylalkohol umkrystallisiert: 


3,727 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 5,830 mg CO,, 1,892 mg H,O. — 
2,820, 3,088 mg Subst.: 0,578 (21°, 709 mm), 0,652 (21°, 711 mm) cem N. 


C,sH.,.O,N, (332,2) 


Ber. C 65,02 H728 £N 8,48 OCH, 9,36 
Gef. ,, 42,66 » 5,68 9 22,20, 28,35 » Spur. 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rast. 84,0 mg Campher, 6,4 mg 
Subst., Smp. des Camphers 174°, des Gemisches 157°, Erstarrungspunkt 


| des Gemisches 156°. 


Aus der Depression von 17—18° berechnet sich das Mol.-Gew. zu 








132 


Urobilin-[X,«; in Chloroform 


Urobilin-IX, «-hydrochlorid; 
in Chloroform 


Urobilin-IX, a-hydrochlorid ; 
in 95°/,igem Alkohol 


Urobilin-IX,e; in n/10-NaOH 


Urobilin - 1X, «-Zn - Komplex- 
salz; in Alkohol 


Urobilin-IX, «-dimethylester ; 
in Chloroform 


Urobilin - [X, «- dimethylester- 
hydrochlorid; in Chloroform 


Urobilin-IX, « - dimethylester- 
Zn -Komplexsalz; in Alkohol 
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Fig. 5. Spektren des Urobilins und seiner Derivate. 








Die Konstitution des Spirographishamins’) 


Von 
Hans Fischer und Carl von Seemann. 


Mit 2 Figuren im Text. 








(Aus dem organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule in Miinchen.) 






(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juni 1936.) 







Blutfarbstoffe sind in der Natur auBSerordentlich weit ver- 
preitet und eine Verschiedenheit kann sowohl durch die Farbstoff- 
komponente wie durch den KiweiBpaarling eintreten. Wihrend die 
Differenzierung der Kiwei8komponenten heute noch sehr schwierig 
ist, ist die Kennzeichnung der Farbstoffkomponente, wenn es sich 
' um den Pyrrolfarbstoff handelt, eher méglich, wenn insbesondere im 
Bau der Seitenketten des Himins selbst gréBere Abweichungen 
' vorhanden sind. Die Frage, ob isomere Himine selbst vorhanden 
sind, ist vielfach entschieden, z. B. bei den Chironomiden, die auch 
das gew6hnliche Himin wie simtliche Wirbeltiere enthalten?). 





























AuBer den himinhaltigen Himoglobinen kommen nun in der Natur 
auch noch verschiedene andere Blutfarbstoffe vor. So hat Krukenberg’) 
in den Blutzellen gewisser Wiirmer ein rotgefiirbtes Pigment gefunden, das 
er Himerythrin genannt hat. Aus dem Blut von Ascidien, besonders von 
Phallusia mamillata, konnte Henze‘) einen Farbstoff isolieren, der Vanadin 
enthielt und dem er daher respiratorische Fiihigkeiten zuschrieb. Merej- 
kowski5) fand im Blut mehrerer Célenteraten ein Pigment, das er Tetron- 
erythrin nannte und welches Dhéré und Burdel®) auch in Crustaceen 
gefunden haben. Aus der Galle der Weinbergschnecke isolierten Dhéré 
und Vegezzi’) Helicorubin, welches nach ihren spektroskopischen Messungen 
mit Hiimoglobin nahe verwandt zu sein scheint und ebenfalls das Vermigen 
besitzt, Sauerstoff reversibel zu binden. Nach den Ergebnissen von M. L. 
Anson und A. E. Mirsky*), die den gleichen Farbstoff aus dem Blute 
desselben Tieres isolierten, soll die prosthetische Gruppe des Helicorubins 
mit Hiimin identisch sein. 


1) 37. Mitteilung zur Kenntnis der Porphyrine: 36. Mitteilung, Diese Z. 241, 
201 (1936). 

*) A. Kirrmann, Bull. Soc. Chim. Biol. 12, 1446—50 (1930) Paris; 
Chem. Z. 1931, I, 3479. 

8) Vgl. physiolog. Beitr. (3. Abtlg.) Heidelberg 1880. 

*) Diese Z. 72, 494 (1911); 79, 215 (1913). 

5) C. r. Acad. Sci. 93, 1029 (1881). 

8) J. Physiol. et Path. gén. 18, 685 (1920). 

) OC. r. Acad. Sci. 164, 869 (1917). 8) J. of Physiol. 60, 221 (1925). 
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Sichergestellt ist die respiratorische Funktion der obengenannten Farb. 
stoffe jedoch noch keineswegs. Nur das von Frédericq') im Blute von 
Octopus vulgaris entdeckte und vor allem von Henze’) erforschte, kupfer. 
haltige Himocyanin und Himoglobin selbst sind mit GewiBheit als respira. 
torische Pigmente zu bezeichnen. Himocyanin besitzt aber mit gréBte 
Wahrscheinlichkeit keine Pyrrolfarbstoff komponente. 

Ein weiterer Blutfarbstoff, dem nach neueren Ergebnissen mit Sicherheit 
respiratorische Funktionen zukommen, ist das Chlorocruorin, welches ebenso 
wie Himoglobin und Hiimocyanin in krystallisiertem Zustand bekannt ist, 

1888 entdeckte der Zoologe Milne Edwards’), daB das Blut von 
gewissen Wiirmern (Sabella) einen griinen Farbstoff enthielt. Das gleiche 
Pigment wurde auch in Schnecken(Siphonostoma) und in anderen Polychiiten. f 
wiirmern (Serpula, Spirographis) gefunden und von Ray Lankester') 
Chlorocruorin genannt. Der gleiche Autor entdeckte auch dessen Fiihig. 
keit, Sauerstoff reversibel zu binden. Mac Munn®) beschrieb zuerst die 
merkwiirdige Eigenschaft des Chlorocruorins, in konzentrierten Lésungen rot, 
in verdiinnten griin zu erscheinen. A. B. Griffiths’) gelang es, den Farb- 
stoff mit Alkohol oder MgSO, zu fiillen und damit seine Natur als Globulin 
zu erweisen. Derselbe Autor hat auch die ersten Analysen des Chloro- 
cruorins publiziert und das Absorptionsspektrum seiner Sauerstoffverbindung Ff 
gemessen’), H. Munro Fox’) konnte die obigen Ergebnisse von Griffiths 
und Ray Lankester bestitigen, da es ihm gelang, die oxydierte Form des 
Chlorocruorins durch Vakuum oder lebendes Gewebe in die reduzierte, 
durch Luftzufuhr wieder in die oxydierte zu verwandeln. Er sstellte 
weiter die von Himoglobin verschiedene Affinitit des Chlorocruorins zu 
Sauerstoff fest, welche auch innerhalb einer Tiergattung nicht konstant 
bleibt: Sie sinkt von Myxicola inf. iiber Spirographis Spallanzanii und 
Sabella zu Branchiomma vesic. Nach diesen Befunden ist an der respira: 
torischen Funktion des Chlorocruorins nicht mehr zu zweifeln. 

SchlieBlich sind auch im Zuge der umfangreichen Untersuchungen 
von The Svedberg und seinen Mitarbeitern die Molekulargewichte der § 
bekannten Blutfarbstoffe gemessen worden®). Hierbei stellte sich heraus, 
daB alle bis dahin gefundenen Chlorocruorine die gleiche Molekulargréfe 
von ungefihr 2 x 10° besitzen, also ungefihr ebenso groB sind wie die 
Himocyanine. Hiimoglobin dagegen besitzt ein Molekulargewicht von 
etwa 68000. 

Die prosthetische Gruppe des Chlorocruorins ist zum ersten Male vou 
H. Munro Fox®) mit der Teichmannschen Methode isoliert worden. Die 
erhaltenen Krystalle waren Himinkrystallen fhnlich, ihr Hiimochromogen- 
spektrum gegeniiber dem des Hiimins nach Rot verschoben. Das von Fox 


















1) Archives de Zool. 7, 535 (1878). 
*) Diese Z. 33, 370 (1901); 45, 290 (1904). 


) 
) 
5) Ann. des Sci. natur. 2. Serie X, 190. 
4) J. of Anat. and Physiol. 2, 114 (1868); 4, 119 (1869). 
») Quart. J. microse. Sci. 25, 469 (1885); 30, 51 (1889). 
6) Proc. roy. Soc. Edinburgh 19, 117 (1892). 
) C. r. Acad. Sci. 114, 1277 (1892). 
8) Proe. Cambridge philos. Soc. 1, 204 (1924); Proce. roy. Soe. Lond. (B) 
99, 199 (1926). *) J. of Biol. Chem. 103 (1933). 
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peobachtete Porphyrin zeigte groBe spektrale Ahnlichkeiten mit Himato- 
porphyrin, war jedoch gegen dieses ebenfalls nach Rot verschoben. 

Auf Grund der Tatsache, daB das Spektrum des Chlorocruorinhimins 
dem des Warburgschen Atmungsfermentes') sehr ‘ihnlich war, wurden 
yon dem genannten Autor Versuche angestellt, die die Konstitutions- 
aufklirung dieses Hiimins zum Zwecke hatten und in die Natur des 
Atmungsfermentes Klarheit bringen sollten. 

Durch eine einfache Aufarbeitungsmethode des Blutes von Spiro- 
graphis Spallanzanii gelang es O. Warburg’), daraus gréBere Mengen des 
Hiimins zu gewinnen. Die damit vorgenommene Analyse stimmte am besten 
auf eine Formel C,,H,,.N,0;FeCl, doch gibt der Autor selbst noch eine 
Unsicherheit von +1C und +1H an. Sichergestellt wurde dadurch aber 
die Existenz von 5 Sauerstoffatomen im Molekiil, wihrend Hiimin IX nur 
4 besitzt. Das von Warburg erhaltene Himin war in Natronlauge leicht 
léslich. Die Bestimmung der Siuregruppen, welche auf manometrischem 
Wege erfolgte, ergab das Vorhandensein von 2 Carboxylen. 

Die katalytische Hydrierung des Spirographishiimins mit Palladium 
ergab unter Bedingungen, bei denen in Hiimin [IX knapp 2 Mole Wasser- 
stoff eintraten, die Aufnahme von nur 0,82 Molen. SchlieBlich wurde auch 
noch die Kohlenoxydverbindung des Spirographishimins dargestellt und 
ihr quantitatives Absorptionsspektrum gemessen. Das Himochromogen- 
spektrum des reinen Spirographishimins erwies sich wieder als verschieden 
von dem des Himins IX; es war um 25-—30 my nach Rot verschoben, er- 
wies sich aber als nicht bestindig: Es verlagerte sein Maximum von ur- 
spriinglich 585 mu bis auf 560 mu, also in die Nabe der entsprechenden 
Bande des Himins [X. 

In den folgenden Arbeiten von O. Warburg und E. Negelein’) 
gelang es den Autoren, das Porphyrin des Spirographishimins krystallisiert 
zu isolieren und zur Analyse zu bringen. Aus den erhaltenen Werten 
wurde auf eine Zusammensetzung C,,H;,N,O, + 1H geschlossen. Mit 
Methylalkohol und Salzsiiure entstand aus dem Porphyrin der gut krystalli- 
sierte Dimethylester vom Schmelzp. 285° (korr.). Die Bestimmung der 
Estergruppen nach Zeisel ergab eindeutige Werte fiir 2 Methoxyle. Mit 
Pyridin und Hydroxylamin wurde das Oxim des Spirographisporphyrins 
gewonnen, dessen Spektrum die fiir Oxime charakteristische Blauverschie- 
bung gegeniiber dem urspriinglichen Porphyrin zeigte. Nach diesen Er- 
gebnissen war es nicht mehr zweifelhaft, da8 Spirographisporphyrin 5 Sauer- 
stoffatome enthielt, von denen O. Warburg 4 als Carboxyle, das 5. als 
Ketonsauerstoff formulierte. 

Weiter gelang es O. Warburg, Spirographishimin in alkalischer 
Lisung katalytisch zu hydrieren und aus dem hydrierten Produkt das ent- 
sprechende Porphyrin zu gewinnen. Es zeigte — als Ester krystallisiert — 
den Schmelzp. 246° (korr.), die Analyse erwies das Vorhandensein von 
2 Methoxylgruppen. Die von Warburg bestimmte Salzsiurezahl war 0,4. 
Die Spektra des hydrierten Porphyrins und seines Dimethylesters waren 
den entsprechenden Spektra von Mesoporphyrin sehr ahnlich, jedoch um 
einen geringen Betrag nach Rot verschoben. 

1) Biochem. Z. 152, 479 (1924) u. folg. *) Biochem. Z. 227, 171 (1930). 

3) Biochem. Z. 244, 9 (1932); 244, 239 (1932). 
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Dies war der Stand der Erkenntnisse, als in vorliegender 
Arbeit im Einverstiindnis mit Herrn O. Warburg, dem wir auch 
fiir die Zur-Verfiigungstellung verschiedener Spirographispriiparate 
zu Dank verpflichtet sind, an die Erforschung der Konstitution 


des Spirographishimins herangegangen wurde. 


Die Frage der Beschatfung von geniigend Ausgangsmaterial war zu- 
nichst zu lésen. Da Spirographis Spallanzanii in Neapel schon sehr selten 
geworden war, wurde zuniichst versucht, die Methode von H. Munro Fox 
in bezug auf die Blutausbeute zu verbessern. Die Entblutung der Tiere 
in Urethannarkose, die zuerst versucht wurde, ergab jedoch keine bessereu 
Resultate. Ebensowenig erfolgreich erwies sich eine Wiederholung der 
Versuche mit Alkohol als Narkotikum. Wesentlich gréBere Blutmengen, 
die zwar mit Coelomfliissigkeit verunreinigt waren, aber bei groBen Exem- 
plaren bis zu 0,6 ccm betrugen, wurden auf folgendem Wege erhalten: 
Zuerst werden die Kiemen an der Basis abgetrennt und ausgequetschi. 
Dann wird das Tier vorsichtig — um jede Verletzung des Verdauungs- 
traktes zu vermeiden — an der Bauchseite gedffnet und die rechts und 
links des Darmes liegenden Blutgefi8e so weit als méglich herauspriipariert, 
Dies ist am leichtesten in der Gegend des Oesophagus, da dort die Gefiibe 
am gréBten sind. Der nun zwischen Muskulatur und Darm entstandene 
Schlitz fullt sich rasch mit Blut und kann 4—5 mal vermittels einer kleinen, 
an der Spitze scharf ausgezogenen Pipette entleert werden. Die weitere 
Verarbeitung des Blutes auf Hiimin geschah dann in der von O. Warburg 
(vgl. Anm. 2, 8.135) angegebenen Weise. 

Da dieses Verfahren auferordentlich zeitraubend war und sich aubfer- 
dem nur auf groBe Exemplare von mindestens 10 em Linge mit Erfolg 
anwenden lieB, wurden die kleinen Tiere, sowie die entbluteten gréBeren 
durch die Fleischmaschine getrieben und der entstandene Brei nach der 
von K. A. Mérner’) angegebenen Weise aufgearbeitet, wobei weitere Ver- 
einfachungen angewandt wurden. Insbesondere wurde Mérners Krystalli- 
sation aus Alkohol-Salzsiiure nicht verwendet, sondern iiber Chloroform- 
Pyridin—Eisessig-Kochsalz gearbeitet. Das auf diese Weise erhaltene Hiimin 
war vollkommen verestert, wie seine Unléslichkeit in Natronlauge erwies. 
Das Maximum seines Himochromogenspektrams liegt bei 581,5 mu, in 
Ubereinstimmung mit Warburgs Befunden. Das daraus dargestellte 
Porphyrin war mit dem von Warburg (vgl. Anm. 3, S. 135) erhaltenen 
identisch. Der Vorteil obiger Methode wird sinnfillig, wenn man die Aus- 
beuteziffern vergleicht. Aus dem Blute von 2 kg Spirographis Spallanzanii 
(naB gewogen) wurden nach Warburgs Methode 9 mg Reinhimin ge- 
wonnen, wihrend die Aufarbeitung derselben, bereits entbluteten Tiere 
nach Mérner 30 mg Spirographishiimin-dimethylester ergab. In der Folge- 
zeit wurden daher nur noch tote Tiere verarbeitet, welche in Triest ge- 
sammelt worden waren. Nach der Herausnahme aus den Réhren wurde 
ihnen zur Verzégerung der Verwesung ungefihr 100 cem Ather pro Liter 
GefiBinhalt zugesetzt. Ihr Transport erfolgte in GlasgefaiBen mit ein- 
geschliffenem Stopfen, der durch VergieBen mit Paraffin und durch eine 
Kappe aus Pergament gesichert war. 


') Nord. med. Ark. (schwed.) Festband Nr. 1, 26, 1 (1896). 
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Die weitere Verarbeitung erfolgte auf folgendem Wege: Die zerkleinerten 
Tiere werden 2 Tage lang mit Wasser ausgelaugt (pro Kilo etwa 6 Liter), 
die Riickstinde durch Nesseltuch auf einer groBen Nutsche abfiltriert und 
die stark griin gefiirbte Lésung kurze Zeit zum Sieden erhitzt. Hierbei klirt 
sich die Fliissigkeit, die gelésten Eiwei8kérper koagulieren und werden ab- 
filtriert. Nach kurz dauernder Behandlung mit Methylalkohol oder Trocknen 
des Koagulums im Vakuum wird dasselbe bei Zimmertemperatur mit einer 
Lésung von 1°/, Schwefelsiure in Methylalkohol mehrmals ausgezogen, was 
zweckmiBigerweise auf der Schiittelmaschine erfolgt. 

Die dunkelrot gefiirbte methylalkoholische Lésung des Blutfarbstoffes 
wird durch Filtrieren gereinigt, in einen groBen Scheidetrichter gebracht, 
mit Wasser stark verdiinnt und mit reinem Chloroform ausgezogen. Das 
Chloroform nimmt hierbei den gesamten Farbstoff auf und wird nach er- 
schépfender Extraktion desselben mit Wasser vollkommen neutral ge- 
waschen. Dann wird es durch Filtrieren getrocknet und im Vakuum bei 
40—50° AuBentemperatur stark eingeengt. Die letzten Reste von Chloro- 
form werden durch vorsichtiges Absaugen im Vakuumexsiccator entfernt. 

Es hinterbleibt ein schwarzer, schmierig-fettiger Riickstand, der in 
méiglichst wenig Pyridin und der etwa 4fachen Menge Chloroform gelést 
wird. Diese Lésung wird zum Sieden erhitzt, filtriert, und heiB in die 


etwa 20fache Menge kochsalzgesittigten Eisessig, der mit einigen Tropfen 


Salzsiure versetzt war, eingegossen. Die erhaltene Lésung wird nun 
mehrere Stunden lang auf dem siedenden Wasserbad gehalten, um simt- 
liches Chloroform durch Verdampfen zu entfernen. Dann li8t man im 
Wasserbad iiber Nacht langsam erkalten und saugt die erhaltenen Kristalle 
am nichsten Tage ab. Spirographishimindimethylester, der auf diese Weise 
erhalten wird, krystallisiert in schrig abgeschnittenen Prismen, Wetzsteinen 
und kugeligen Aggregaten, die sich bei starker VergréBerung als aus Prismen 
bestehende Drusen erwiesen. Alle Krystalle zeigen ausgesprochen starken 
Dichroismus. Nach Urteil von Professor Steinmetz war die Krystalli- 
sation einheitlich und erinnerte stark an Hiimin IX. Zur Reinigung wurde 
das Rohprodukt in Pyridin-Chloroform geldést, filtriert und in siedenden 
sochsalzgesittigten Eisessig, der mit einigen Tropfen konzentrierter Salz- 
siure versetzt war, eingegossen. 

Es wurden noch weitere Versuche angestellt um die Ausbeute an 
Spirographishimin zu erhéhen. So wurden die mit Wasser erschépfend 
extrahierten Riickstiinde getrocknet und versucht, Farbstoff direkt daraus 
zu gewinnen. Extraktion mit Pyridin, Chloroform, Eisessig, salzsaurem 
Aceton, Kochen mit verdiinnter Natronlauge, AufschlieBen mit starker Natron- 
lauge ergaben kein Resultat. Ebensowenig erfolgreich waren die Himolyse 
des Materials und nachfolgende Enteisenung, die Verdauung durch schwache 
1—3°/,ige) Schwefelsiure, der direkte Abbau mittels Eisessig—Ferroacetat 
oder Eisessig—Bromwasserstoff. Auch aus den Mutterlaugen der Krystalli- 
sation des Rohhimins konnte durch die verschiedenen Enteisenungsmethoden 
kein Porphyrin mehr gewonnen werden. 


Insgesamt wurden aus ungefihr 10,6 kg Spirographis Spallan- 
zanil 260 mg Spirographishimin-dimethylester dargestellt, von denen 
139 mg zur Konstitutionsaufklirung verwendet wurden. Angesichts 
ieser geringfiigigen Menge muBte selbstverstindlich die spektro- 








1388 Hans Fischer und Carl von Seemann, 


skopische Untersuchung in weitestem MaBe herangezogen werden, 
Ebenso aufschluBreich waren vergleichende Versuche mit spektro. 
skopisch und analytisch dem Spirographishiimin und -porphyrin nahe. 
stehenden Koérpern. Diacetyldeuteroporphyrin ist spektroskopisch 
dem Spirographisporphyrin sehr ahnlich, kommt jedoch aus zwei § 
Griinden fir eine Identitit nicht in Frage: Erstens stimmen die 
analytischen Daten beider Kérper nicht iiberein, zweitens bildet 
Diacetyldeuteroporphyrin ein Dioxim, wihrend fiir Spirographis- 
porphyrin die Bildung eines Monoxims nachgewiesen war. Weiterhin 
wurde Oxorhodoporphyrin von H. Fischer, J. Riedmair und 
J. Hasenkamp!) und G. Krauss?) erstmalig beschrieben und in 
der Konstitution restlos aufgeklirt. Es ist 1,3,5,8-Tetramethy- 
2 -acetyl-4-ithyl-6-carbonsiureporphin-7-propionsiure und_ bildet 
ebenfalls ein Monoxim. Schon aus diesem Grunde war seine 
Heranziehung zu Modellversuchen besonders naheliegend. Die 
spektralen Ahnlichkeiten zwischen beiden Porphyrinen sind ebenfalls 
sehr groB, Spirographisporphyrin ist gegen Oxorhodoporphyrin ledig- 
lich etwas nach Blau verschoben, wie nachfolgende Angaben zeigen: 





















































Spirographisporphyrin | Oxorhodoporphyrin 
in Pyridin—Ather in Pyridin-Ather 
[. 641,2—636,0 | 1 639,7 
639 
II. 593,0—575,0 II. 600,2—578,5 
581 589,3 
Ill. 560,5—548,4 mle 567,2—549,0 
554,0 558,1 
IV. 517,8—...495; End-Abs.:440,7. | IV. 524,1—510,4; End-Abs.: 440.0. 
514 517,2 
Reihenfolge der Intensitiiten : ITT, Reihenfolge der Intensitiiten: III. 
3 me | eS i, a¥y) & 
In Chloroform sind die Spektra ebenfalls sehr dhnlich: 
I. 649,0—641,2 [. 641,2—634,5, 
645,1 637,8 
II. 598,0—583,5 II. 598,5—571,5 
580,7 585 
Ill. 565,0—557,0 III. 570,1—559,0 
561 564 
IV. 525,0—515,5; End-Abs.: 453. | IV. 527,0—515,6; End-Abs.: 452. 
520,2 521,3 
Reihenfolge der Intensitéten: III, Reihenfolge der Intensitiiten: III, 
IV, Il, I. H, iv, 1. 


1) Liebigs Ann. 508, 224 (1934). 2) Liebigs Ann. 521, 261 (1935). 
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Die von O.Warburg fiir Spirographisporphyrin gefundenen 
Analysenzahlen stimmen mit denen des Oxorhodoporphyrins inner- 
halb der Fehlergrenzen iiberein, weshalb auf diesem Wege keine Ent- 
scheidung zu treffen war. Wiihrend nun aber die Schmelzpunkte 
der Ester der beiden Porphyrine sehr nahe beisammenliegen 
(Spirographisporphyrin-dimethylester 276,5°, Oxorhodoporphyrin- 
dimethylester 276°) zeigt der Mischschmelzpunkt der beiden Sub- 
stanzen Depression auf 266°, so daB Identitiit nicht vorliegen kann. 

Als weiterer Modellversuch wurde die katalytische Hydrierung 
von Oxorhodoporphyrineisensalz mit Palladium in Natronlauge 
bei 38° durchgefiihrt. Wahrend Warburg mit Spirographishimin 
unter gleichen Bedingungen zu einem hydrierten Himin und daraus 
zu einem hydrierten Porphyrin gelangte, blieb bei diesem Versuch 
die Hauptmenge des Materials spektroskopisch unveriindert. Auch 
mit Platinoxyd nach Adams?) konnte keine Hydrierung erreicht 
werden; die Himochromogenspektra waren vor und nach der 
Reaktion absolut identisch. 

In reinster wasserfreier Ameisensiure mit Palladium und 
Wasserstoff behandelt, wurde Oxorhodoporphyrineisensalz bis zur 
Leukostufe reduziert, vollkommen enteisent, und nahm dabei 
5,4 Mol Wasserstoff auf. Aus der durch Luft reoxydierten Lisung 
wurde in der Hauptmenge Rhodoporphyrin in ziemlich reinem Zu- 
stand gewonnen. Die niedrigeren Salzsiurefraktionen lieferten 
ein Porphyrin, dessen Spektrum sehr an Mesoporphyrin erinnerte, 
jedoch gegen dieses minimal nach Blau verschoben war. Aus den 
héheren Fraktionen wurde ein Porphyrin isoliert, welches spektral 
an Oxorhodoporphyrin erinnerte. Die weitere Aufklirung obiger 
Versuche wurde jedoch zuriickgestellt, da durch die oben an- 
gegebene Depression des Mischschmelzpunktes gegen eine Identitit 
von Oxorhodoporphyrindimethylester und Spirographisporphyrin- 
dimethylester entschieden worden war. Da auch der spektrale 
Vergleich des Spirographisporphyrins mit den verschiedensten 
Porphyrinen nirgends Identitit, in den wenigsten Fallen Ahnlich- 
keit ergab, wurde als Nichstes Spirographishimin nach den ver- 
schiedensten Methoden enteisent. 

Als Erstes stellte es sich dabei heraus, daB die Methode von 
H. Fischer und A. Treibs*) quantitativ die besten Resultate 
lieferte. Das Enteisenungsprodukt nach M. Nencki*) besaB ein 
gegen das mit der Kisessig—Ferroacetatmethode erhaltene Por- 


1) J, Amer. Chem. Soc. 45, 2171 (1923); Liebigs Ann. 506, 136 (1933). 
2) Diese Z. 195, 1 (1931); 212, 26 (1932). *) Nenckis Werke II, 30 (1887). 
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phyrin schwach nach Blau verschobenes Spektrum, wie nach. : 
folgender Vergleich zeigt: : 























Spirographishimin mit | Spirographishimin mit 
Kisessig—Ferroacetat enteisent: || Bromwasserstoff-Eisessig enteisent: 
I. 641,2—636,0 I. 642,1—638,1 

639 | 640 
II. 593,0—575,0 II. 598,0—572,5 
= f | — ee ‘ 
581 580 
III. 560,5—548,4 III. 560,0—548,1 
D504 553 
IV. 517,8—...495; End-Abs.: 440,7. | IV. 523,0— 507; End-Abs.: ~441, 
514 515 
Reihenfolge der Intensitiiten : ITT, Reihenfolge der Intensitiiten: II] 
Vv, Ti, 2. | iV, 7, 4 


Das gleiche war der Fall mit einem nach H. Fischer wu 
B. Pitzer?) enteisenten Produkt, doch lieferte diese Methode 
die bei weiten am schlechtesten Ausbeuten, weswegen sie nicht 
mehr zur Anwendung kam. Zu diesen Enteisenungen wurden 
durchschnittlich 0,5—1,5 mg verwendet. 

Aus obiger Verschiebung des Spektrums wurde auf das Vor- 
handensein einer ungesiattigten Seitenkette im Molekiil geschlossen, 
und dies auch vermittels der Diazoessigesterreaktion nach H. Fischer 
und H.Medick?) gepriift. Die Reaktion ergab zwar eine Verschiebung 
des Spektrums, doch erfolgte diese nicht, wie zu erwarten gewesen 
wire, nach Blau, sondern nach Rot. 

Diese Tatsache schien das Vorhandensein einer Vinylgruppe 
zu widerlegen. Wir kommen spiter auf die richtige Deutung der 
Reaktion zuriick. Vgl. S. 153. 

Inzwischen war durch die Arbeiten von H. Fischer und 
St. Breitner’) das Vorhandensein einer Formylgruppe in 3-Stel- 
lung im Chlorophyll b nachgewiesen worden. 

Ks war nun von grébtem Interesse, festzustellen, ob das im 
Spirographisporphyrin gegeniiber den Carboxylgruppen iiberzihlige 
Sauerstoffatom, welches von W arburg als Ketonsauerstoff formuliert 
worden war, nicht vielleicht ebenfalls einer Formylgruppe angehéren 
kénnte. Diese Vermutung erwies sich in der Folge als richtig. Die 
Oxydation des Spirographisporphyrins mit farbloser Jodwasser- 
stoffsiiure und Luft ergab ein Porphyrin, dessen Spektrum stark 
nach Blau verschoben war. 


1) Diese Z. 154, 39 (1926). *) Liebigs Ann. 017, 245 (1935). 
*) Liebigs Ann. 510, 183 (1934); 516, 61 (1935). 
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Spirographisporphyrin Oxydiertes Spirographisporphyrin 
in Pyridin—Ather in Pyridin—Ather 
I. 641,9—-636,0 I. 640,8—636,7 
639 | 637,8 
II. 598,0—575,0 II. 588,1—576,1 
581,0 582,0 
II. 560,5—548,4 | III. 551,5—538,8 
554,5 | 544 
IV, 517,8—...495; End-Abs.: 440,7. | IV. 515,3—500,4; | _End-Abs.: 439. 
514,0 | 507 
Reihenfolge der Intensitiiten: III, Reihenfolge der Intensitiiten: ITI, 
iV, %,.& |, 


Damit war die gleiche Erscheinung aufgetreten, die H. Fischer 
und Breitner an Derivaten des Chlorophyll b beobachtet und als 
Oxydation der Formylgruppe zur Carboxylgruppe aufgeklirt hatten. 
Kin weiterer Beweis fiir diese Anschauung wurde durch die Tat- 
sache geliefert, daB das oxydierte Spirographisporphyrin nicht 


mehr oximierbar war. Die Formylgruppe muB also bei dieser 


Reaktion zur Carboxylgruppe oxydiert worden sein. Ein dritter 


' Beweis fiir die Existenz einer Formylgruppe im Spirographis- 


porphyrin wurde folgendermafen erbracht: War nimlich eine 
Ketogruppe im Spirographisporphyrin enthalten, so hitte man 
diese weder zur Carbonsiure oxydieren kénnen, noch wire es 
miglich gewesen, aus ihrem Oxim durch Wasserentzug das ent- 
sprechende Nitril herzustellen. Nach anfinglichen Miberfolgen 
gelang es aber, das Oxim des Spirographisporphyrins durch kurz 
dauerndes Kochen mit Essigsiiureanhydrid in das entsprechende 
Nitril iiberzufiihren, welches das fiir Nitrile typische, gegenitiber 
dem Oxim zusammengezogene Spektrum besitzt. 




















Spirographisporphyrin-oxim | Nitril des Spirographisporphyrin- 
in neutralem Ather | oxims in neutralem Ather 
I. 640,0—638,1 | I. Fehlt 
I. 585,4—574,1, | Il. 584,7—575,7 
579,8 | 581,2 
III. 548,7—587,2 | TIL 551,8—546,1 
543 | 548,6 
IV. 513,3—500,8; End-Abs. 437,3. | IV. 512,7—500,1; | End-Abs. 436,7. 
507,0 | 506,4 
teihenfolge der Intensititen: ITT, Reihenfolge der Intensititen: LI, 
iv, 12.6 IV, i, £ 


Streifen IV iuBerst schwach, 
I unsichtbar. 


| 
| 
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Damit war das Vorhandensein einer Formylgruppe im Spiro. 


graphisporphyrin eindeutig bewiesen. 


Aus der spektroskopischen Ahnlichkeit von Spirographis. § 
porphyrin mit Oxorhodoporphyrin wurde nun geschlossen, dai § 


Spirographisporphyrin die Konstitution eines Formylrhodopor. 


phyrins haben miiBte, wobei die Stellung der Formylgruppe au — 


Analogiegriinden mit den aus Chlorophyll b erhaltenen Porphyrinen 
in 3 vermutet wurde, wie folgende Formel (I) veranschaulicht: 





sii =C.H, oF en 
m | 
SZ _ a. 
i N NH 

; HC CH 

\ NH N / 
| 
H,C CH. HOOC - 
COOH 


Diese Anschauung als Arbeitshypothese benutzend, wurde ein § 


Versuch angestellt, ob sich Propionsiurereste im Molekiil def 
Spirographisporphyrins nachweisen lieBen. Die zu diesem Zwecke § 
angestellte Rhodinreaktion nach H. Fischer und J. Ebers-§ 
berger’) ergab jedoch nach Zerstérung der Hauptmenge nu & 
sehr wenig unverindertes Ausgangsmaterial. Zur Kontrolle wurde F 
ein Modellversuch mit Oxorhodoporphyrin vorgenommen, der eben- f 
falls kein Rhodin ergab. Dies hat vielleicht seinen Grund in der — 


Kigenart der Seitenketten, da die Reaktion mit ahnlich kleinen 
Mengen Mesoporphyrin glatt verlief. 


Zur weiteren Stiitze unserer Arbeitshypothese wurde der § 


Spirographisporphyrindimethylester zuerst mit Jodwasserstoffsiiure 
und Luft zur Porphyrintricarbonsiure oxydiert, dann die Kster- 
gruppen verseift und schlieSlich bromiert. Zu erwarten war, 
daB bei dieser Reaktionsfolge die beiden von uns angenommenel 
kernstiindigen Carboxylgruppen abgesprengt und durch Brom er- 
setzt werden sollten. Es gelang nun tatsichlich, ein Porphyrin zu 
isolieren, welches die fiir Bromporphyrine typische Rotverschiebung 
des Spektrums gegeniiber dem Ausgangsmaterial aufwies, und desse 
hohe Salzsiurezahl auf das Vorliegen eines Dibromporphyrins 
hindeutete. 


) Liebigs Ann. 509, 19 (1934). 
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| eisent. 
| Die Lésung des Porphyrins wird dann in Ather gegossen, der Eisessig bis 


'qur Entfernung weniger basischer Produkte ausgeschiittelt. 
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Der Versuch wurde folgendermaBen durchgefiihrt: 1,6 mg Spirographis- 
himindimethylester wurden in 2 cem Eisessig aufgeschliimmt und mit 3 cem 
Ferroacetatlésung unter Zugabe von 2 Tropfen konzentrierter Salzsiure ent- 


Die gesamten Operationen erfolgten in Kohlensiiureatmosphire. 


zur neutralen Reaktion weggewaschen und der Ather mit 1°/,iger Salzsiiure 
‘Mit 5 °/, iger 
Salzsiiure wird dann das Porphyrin dem Ather entzogen, in frischen Ather 
getrieben und diese Operation noch 1 mal wiederholt. Dann wird der Ather 
unter Kohlensiiure verdampft und die ausgefallenen Porphyrinkristalle im 
Vakuum getrocknet. 

Das trockene Spirographisporphyrin wird dann in 10 cem ausgefrorenen 
Kisessigs gelést, mit 1 Tropfen Jodwasserstoftsiure, die mit Phosphonium- 
jodid entfiirbt worden war, versetzt, und 6 Stunden lang trockene Luft bei 
7immertemperatur durch die Lésung geleitet. Verdampfter Kisessig wird 
ersetzt. Nach beendeter Reaktion wird in Ather gegossen, der Biseasig 
mit Wasser weggewaschen und das Jod durch Thiosulfat entfernt. Nach 
dem Auswaschen des Athers bis zur vollkommen neutralen Reaktion wird 
zur Verseifung in 20°/,ige Salzsiiure getrieben und iiber Nacht stehen 
gelassen. Mit Ammoniak wird dann das verseifte Produkt wieder in Ather 


getrieben und dieser nach sorgfiltigstem Waschen bis zur Neutralitit ver- 


dampft. Das trockene Produkt wird in Eisessig gelést (10 ccm) und vor- 
sichtig unter dauerndem Schwenken oder Riihren Br omdampf auf die Lésung 
einwirken gelassen. Das Ende der Bromierung erkennt man an dem Ver- 


-schwinden der rétlichen Porphyrinfarbe und dem Auftreten einer braun- 


roten Fiirbung, worauf sofort 30 cem Aceton zugegeben werden, um iiber- 
schiissiges Brom und entstandenes Perbromid zu zerstéren. Nach 2 stiin- 
digem Stehen wird diese Lisung in Ather gegossen, dieser durch Waschen 
mit Wasser vom Eisessig und Aceton befreit und dann mit Salzsiure 
fraktioniert. Das darin enthaltene Porphyrin erwies sich als erst mit 
15°/, iger Salzsiiure ausziehbar und besaB in Pyridin—-Atherlésung folgendes 
Spektrum: 

I. 628,7—625,3 ; 


II. Vorschatten ab 583,7...573,8—570; 














627 571,9 
If. 536,0—528,1 ; IV. 508,7—490,2 ; End-Abs. 427. 
532 499,4 


Reihenfolge der Intensitiiten: IV, III, I, I. 


Die Bromierung des Spirographisporphyrins selbst, welche 
unter den gréBten VorsichtsmaBregeln und vor allem unter voll- 
stindigem Ausschlu8 von Feuchtigkeit durchgefiihrt wurde, ergab 
jedoch eine vollkommene Zerstérung desselben, so daB auf weitere 
Versuche verzichtet wurde. 

4mg Spirographishimindimethylester werden in 5 ccm Eisessig auf- 
geschlimmt, und mit 5 ecem Ferroacetatlésung unter Zugabe von 0,1 ccm 
Salzsiiure in Kohlensiureatmosphire enteisent und das entstandene Por- 


phyrin wie oben fraktioniert und krystallisiert. Dann wird es mit 20°/)iger 
Salzsiure stehen gelassen und das verseifte Produkt wie iiblich tiber Ather 
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gewonnen. Es wird nach Trocknen in wasserfreiem Eisessig gelést uni— : 
Bromdampf unter AusschluB von Feuchtigkeit dariibergeleitet. Nach be — | 
endeter Bromierung wird mit Aceton versetzt und stehen gelassen. Nach® ) 
2 Stunden kann wie oben iiber Ather aufgearbeitet werden. Die Fraktio. 
nierung ergab folgende Resultate: 


Mit 5°/,iger Salzsiure war wenig Ausgangsmaterial ausziehbar, wibrend 
in den darunter- und dariiberliegenden Fraktionen kein Porphyrin nach- 
weisbar war. 

In unserer Vorstellung von der Konstitution des Spirographiis. 
porphyrins wurden wir durch folgende Reaktionen bestirkt: Spiro. 
graphishimindimethylester wurde mit Jodwasserstofisiure im Lutt. 
strom oxydiert, wobei gleichzeitig Enteisenung eintrat. Das 
entstandene Porphyrin wurde verseift und mittels 48°/, iger Bron- 
wasserstoffsiure im Bombenrohr bei 220° decarboxyliert. Daf . 
entstandene Produkt zeigte tiuschende Abhnlichkeit mit dem von§ ! 
H. Fischer und St. Breitner’) dargestellten 3-Desmethylpyrro- — ' 
porphyrin. Das daraus gewonnene Bromporphyrin war zwar wit § ° 
dem im vorigen Versuch nach anderer Methode dargestellten 
spektroskopisch identisch, zeigte aber geringe Verschiedenheiten 
gegeniiber dem entsprechenden von H. Fischer und St. Breitner 


erhaltenen Porphyrin. 


—=-= bee FP) Ff) 


























3-Desmethyl]-3, 6-dibrompyrroporphyrin Bromporphyrin aus obigem Versu | 
in Pyridin—Ather in Pyridin—Ather 
I. 630,0—626,5 I. 628,7—-625,3 
628,2 627 
IT. Vorschatten ab 586,6... 575,1—-570,3 II. Vorschatten ab 583,7... 573,8—i 
572,4 vit 
III. 538,7—532,1 Ilf. 536,0—528.1 9 
35,6 582 x 
IV. 511,3—495,2; End-Abs. 433. IV. 508,7—490,2; End-Abs. 427. Pn 
503,0 499,4 xq 
Reihenfolge der Intensitiiten: IV, III, Reihenfolge der Intensitiiten: l\— . 
i. [; @ . 


5,6 mg Spirographishimindimethylester werden in 10 ccm ausgefrorenem —& hi 
Eisessig der Oxo-reaktion unterworfen. Das entstandene oxydierte Porphyrin & v 
wird tiber Ather aufgearbeitet und mit 20°/,iger Salzsiure durch Stehen- — 2 
lassen iiber Nacht verseift. Nach beendeter Verseifung wird in Ather ge — F 
trieben, derselbe sorgfiltigst neutral gewaschen und fraktioniert. Mit FA 
5°/,iger Salzsiure wird das Porphyrin dem Ather entzogen und in frischen Ff 
Ather gebracht. Durch Verdampfen wird daraus das Porphyrin krystalli- Fp. 
siert erhalten. Wegen der geringen Menge wurde auf eine Gewinnung §— k 
durch Filtration verzichtet und der Ather direkt im Bombenrohr zur 


) Liebigs Ann. 510, 183 (1934). 
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| essig gelést und kurz Bromdampf dariiber geleitet. 


| wasserstoffsiiure gelést und bei 220° 2 Stunden lang gedriickt. 
'wird ungefihr die Hilfte des Porphyrins zerstért und in Flocken ab- 
- geschieden. 
_ wasserstoffsauren Lésung durch Verdiinnen mit Wasser und Abschwiichen 
mit Ammoniak in Ather gebracht. 
_@ Porphyrin mit 1°/,iger Salzsiiure ausziehbar ist. 

—-§ Priifung ergibt véllige Identitét mit Pyrroporphyrin. 


und das Oxim mit Brom behandelt. 
_ erwarten war, blieb eine Reaktion aus. 


| halten. 
| verestert und durch Verdampfen des Athers krystallisiert. 
ausgefrorenem Eisessig gelést und mit Bromdampf behandelt. 


_ porphyrin ausziehbar, 
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In das Bombenrohr wird dann 1 cem 48°/,ige 


Trockene verdampft. 
Bromwasserstofisiure gegeben und 2 Stunden lang auf 220° erhitzt. 

Nach Beendigung der Reaktion war ein groBer Teil des Porphyrins zer- 
stort und in Flocken abgeschieden, ein anderer Teil in der Bromwasser- 
stoffsiure gelést. Es wurde in der iiblichen Weise iiber Ather durch 
Extraktion mit 1°/,iger Salzsiure gewonnen und besa8 in Pyridin—Ather- 


lisung folgendes Spektrum: 


I, 624,6—621,2; II. Vorschatten ab 580... 570,0—567,0; 














623 568,5 
III. 529,4—520,8; [V. 503,0—473,2; End.-Abs. 423. 
525,1 488 


Reihenfolge der Intensititen: IV, III, I, I. 


Zur Bromierung wird dieses Porphyrin in 2 ccm ausgefrorenem Eis- 
Dann wird sofort 


Aceton (10 cem) zugegeben und 2 Stunden stehen gelassen. Die Lésung 


wird in Ather gegossen, Aceton und Eisessig weggewaschen und fraktioniert. 
| Mit 15°/, iger Salzsiiure kann dem Ather ein Porphyrin entzogen werden, 


welches mit dem auf S, 144 genannten Bromporphyrin identisch ist. DaB der 


_ Abbau mit Bromwasserstoff bei 220° kernstiindige Carboxylgruppen wirklich 
_eliminiert, wurde durch einen Modellversuch an Rhodoporphyrin erwiesen, 
_ wobei in guter Ausbeute nur Pyrroporphyrin erhalten wurde. 


3 mg Rhodoporphyrindimethylester werden in 1 ccm 48°/, iger Brom- 
Hierbei 


Von ihnen wird abfiltriert und das Porphyrin aus der brom- 


Dann wird fraktioniert, wobei fast alles 
Die spektroskopische 


SchlieBlich wurde noch Spirographisporphyrindimethylester oximiert 
Wie nach unseren Anschauungen zu 
Da jedoch nur mit spektroskopisch 
nachweisbaren Mengen gearbeitet worden war, konnte eine Nachpriifung, 


| ob Brom wirklich nicht eingetreten war, nicht erfolgen. 


1 mg Spirographishimin wird enteisent und das erhaltene Porphyrin 
in wenig Pyridin gelést und 2 Stunden lang nach Zugabe von einigen 
Krystallen Hydroxylaminhydrochlorid auf dem siedenden Wasserbad ge- 
Das erhaltene Porphyrinoxim wird in Atherlésung mit Diazomethan 
Dann wird in 

Sofort nach 
Farbumschlag wird Aceton zugegeben, 2 Stunden stehengelassen und iiber 
Ather aufgearbeitet. Die Fraktionierung ergibt folgendes Resultat: 

Mit 5, 8 und 10°/, iger Salzsiiure war nur unverindertes Spirographis- 
wiihrend die darunter und dariiber liegenden Fraktionen 
kein Porphyrin enthielten. 


Den endgiiltigen Beweis unserer Hypothese sollte die Re- 
sorcinschmelze des Spirographishimins erbringen. Hierbei war zu 
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erwarten, daB die Formyl- und die kernstindige Carboxylgrupye 
abgesprengt werden wiirden, was zu einem Pyrroporphyrin mit 
einer freien #-Stellung gefiihrt hiitte. 

Nach orientierenden Vorversuchen mit Hamin LX und Spiro. 
graphishimin, welche die Brauchbarkeit der Methode auch fir 
kleinste Mengen bewiesen, wurden 20 mg Spirographishamin. 
dimethylester mit 300 mg Resorcin gemischt und 25 Minuten 
lang bei 187° geschmolzen. Die noch heiBe Schmelze wurde in 


Wasser gegossen (1 Liter) und 24 Stunden lang auf dem siedenden § 


Wasserbad digeriert. Die ausgefallenen Flocken werden abfiltriert, 
mit heiBem Wasser gut gewaschen und getrocknet. Dann werden 


sie in wenig KEijisessig gelést und in der iiblichen Weise mit 
o> <2 4 


Ferroacetat und Salzsiure enteisent. Das entstandene Porphyrin 
wird iiber Ather aufgearbeitet und erweist sich als bereits mit 


1°/, iger Salzsiure aus diesem ausziehbar. Es wird mit Diazo.§ 


methan verestert und aus Aceton—Methylalkohol umkrystallisiert, 
Schmelzp. 196—197°. Spektroskopisch ist es identisch mit den 
analogen Porphyrinen der vorhergegangenen Versuche und iuBerst 
ihnlich dem 3-Desmethylpyrroporphyrinester. Der Mischschmelz. 


punkt mit diesem Kérper (Schmelzp. 218°) ergibt jedoch deutliche 


Depression auf 172°. Da zunichst nur Isomerie vermutet 
wurde, wurde eine Bestimmung des Mischschmelzpunktes mit 


2-Desiithylpyrroporphyrinester’) vom Schmelzp. 218° durchgefiihrt, f 


die ebenfalls Depression auf 200° gab. 


Nunmehr wurde die Aufarbeitungsmethode folgendermaBen geiindert: F 


10 mg Spirographishiimindimethylester werden mit 500 mg Resorcin in 
einer Reibschale gut verrieben und dann 25 Minuten bei 187° geschmoizen. 
Die erkaltete Schmelze wird zur Enteisenung mit etwa 10 ccm konzentrierte: 


Schwefelsiiure verrieben und 2 Stunden stehen gelassen. Dann wird au f 


300 g Eis gegossen und die saure Porphyrinlésung in Ather gebracht. Nac 
Auswaschen der Schwefelsiure wird wie iiblich fraktioniert und das Por- 
phyrin mit 1°/, iger Salzsiiure dem Ather entzogen. Mit Ammoniak bringt 
man es in frischen Ather und wiederbolt diese Operation 2mal. Dann wird 
mit Diazomethan verestert, das Diazomethan mit 0,2°/, iger Salzsiure nach 
einer Viertelstunde zerstért und mit Ammoniak gepriift, ob sich noch w- 
verestertes Porphyrin im Ather befindet. Dann wird sorgfiiltigst neutral 
gewaschen und der Ather eingedampft. Das Porphyrin wird aus Pyridin 
und Methylalkohol 3mal umkrystallisiert und besitzt dann den Schmelz 
punkt 216°. Ausbeute 2 mg. Der Mischschmelzpunkt dieses Porphyrinester: 
mit 3-Desmethylpyrroporphyrinester (Schmelzp. 218°) ergab Depression aut 


188°, der mit 2-Desiithylpyrroporphyrinester (Schmelzp. 218°) Depression 


auf 181°. 


1) H. Fischer u. 8S. Bockh, Liebigs Ann. 516, 177 (1935). 
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Die Konstitution des Spirographishimins. 


Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 624,6—621,2; II. Vorschatten ab 580... 570,0—567,0; 


623 568,5 
III. 529,4—520,8; IV. 503,0—473,2; End-Abs. 423. 


525,1 488 
Reihenfolge der Intensititen: IV, III, I, Il. 














Nach diesen Ergebnissen war es unmdglich, daB Spirographisporphyrin 
sich vom Rhodoporphyrin XV ableiten kénnte. Diese Arbeitshypothese 
muBte daher aufgegeben und nach einem neuen Modell gesucht werden, 
um daran weitere Reaktionen zu studieren. Ein solches Modell fand sich 
in dem von H. Fischer und A. Schwarz’) dargestellten 6-Formylpyrro- 
porphyrin, welches aus Pyrroporphyrin leicht zugiinglich ist. Der Abbau 
dieses Porphyrins und der seines Eisensalzes mit 48°/,iger Bromwasser- 
stoffsiure bei 220° ergab in Ubereinstimmung Pyrroporphyrin, welches 
durch Bromierung in Monobrompyrroporphyrin iibergefiihrt werden konnte. 
Aus Spirographishimindimethylester wurde unter den gleichen Bedingungen 
nur sehr wenig eines Porphyrins isoliert, dessen Spektrum mit Pyrropor- 
phyrin jedoch nicht identisch war. 

5 mg 6-Formylpyrroporphyrin werden in 3 cem 48°/, iger Bromwasser- 
stoffsiiure aufgelést und bei 220° 2 Stunden lang gedriickt. Von den ent- 
standenen Flocken wird abfiltriert, das Porphyrin in Ather getrieben und 
fraktioniert. Die Hauptmenge ist mit 1°/,iger Salzsiure ausziehbar und 
erweist sich als identisch mit Pyrroporphyrin. Die gleichen Resultate liefert 
ein analog durchgefiihrter Versuch mit 5 mg 6-Formylpyrroporphyrinester- 
eisensalz. 

2 mg Spirographishimindimethylester werden in 3 ccm 48°/, iger Brom- 
wasserstoffsiure gelést und 2 Stunden bei 220° gedriickt. Von den Flocken 
wird abfiltriert und die Lésung des Porphyrins in Ather getrieben. Nach 
dem Auswaschen und Einengen resultiert eine minimale Menge Porphyrin 
von folgendem Spektrum: 


In Pyridin-Ather: 














I. 624,3—621,3; IL. 570,1—566,1; Ill. 521,83—513,0; 
622,8 568,1 517,2 
IV. 501,2—482,6 ; End-Abs. 427,4. 
489,5 


Reihenfolge der Intensitiiten: av, 8, Ei, f. 


Die Resorcinschmelze des 6-Formylpyrroporphyrinesters fiihrte zu 
Pyrroporphyrin: 

3 mg 6-Formylpyrroporphyrinestereisensalz werden mit 200 mg Re- 
sorcin gut verrieben und 25 Minuten bei 187° geschmolzen. Die Schmelze 
wird mit 5 cem konzentrierter Schwefelsiiure durch 2stiindiges Stehenlassen 
enteisent. Dann wird auf Eis gegossen und das Porphyrin in Ather ge- 
bracht. Nach dem Auswaschen der Schwefelsiiure wird fraktioniert, wobei 
alles in 1°/,ige Salzsiinre geht. Wieder in Ather gebracht, erweist sich 


) Liebigs Ann. 512, 239 (1934). 
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das Porphyrin als identisch mit Pyrroporphyrin. Es besitzt in Pyridin- 
Atherlésung folgendes Spektrum: 














I. 624,7—621,0; II. Vorschatten ab 577,8...570,6—566,8: 
622,8 568,5 
III. 528,5—522,7; IV. 505,0—484,8; End-Abs. 430. 
525,7 495 


Reihenfolge der Intensititen: IV, III, II, I. 


Die Enteisenung des 6-Formylpyrroporphyrinestereisensalzes mit Eis. 
essig—Ferroacetat ergab 6-Formylpyrroporphyrin, wiahrend die Behandlung 
mit Bromwasserstoft—Eisessig zu einem Porphyrin fiihrte, welches von 
6-Formylpyrroporphyrin spektroskopisch verschieden, und zwar nach Rot 
verschoben war. 

2mg 6-Formylpyrroporphyrinestereisensalz werden in 3 ccm Bron. 


wasserstoft—Eisessig gelést und im zugeschmolzenen Rohr 72 Stunden lang § 


bei 50° gehalten. Das entstandene Porphyrin wird dann mit Ammoniak in 
Ather gebracht und wie iiblich fraktioniert. Es erweist sich als mit 


7—10°/, iger Salzsiiure ausziehbar, wiihrend in den darunter und dariiber § 


liegenden Fraktionen kein Porphyrin nachweisbar ist. 


Enteisenungsprodukt von 6-Formy!l- 





























pyrroporphyrinestereisensalz mit 6 -Formylpyrroporphyrin- 
Bromwasserstoff-Eisessig : methylester: 
I. 644,5—640,2 I. 644,5—640,2 
642,3 6423 
II. 603,3—581,0 II. 596,2—576,2 
592,1 | 586,2 
Il]. 567,2—558,2 | TIL. 560,5—555,3 
562,7 | 557,7 
IV. 585,9—513,8; | End-Abs. 450,9. | IV. 521,9—508,6; | End-Abs. 439,4. 
522,9 | 515 
Reihenfolge der Intensitiiten: III, | Reihenfolge der Intensititen: II], 
-_, 3¥, | 2, 3¥, 4. 


Da aber auch beim Spirographishiminester die Enteisenung 
mit Kisessig—Bromwasserstoff andere Resultate liefert, als die mit 
Kisessig—Ferroacetat, nahmen wir an, daB es sich um eine Ei- 
wirkung von Bromwasserstoff—Hisessig auf die Formylgruppe handle. 

In diesem Stadium der Arbeit wurde auf die katalytische 
Reduktion des Spirographishimins und -porphyrins zuriickgegriffen. 
Bei dieser Gelegenheit wurde festgestellt, daB ein als hydrierter 
Spirographisporphyrinester bezeichnetes Priparat von Warburg, 
welches ungefihr 8 Jahre krystallisiert und im Dunkeln aut- 
bewahrt worden war, seinen Charakter vollkommen verandert 
hatte. Es erwies sich als in schwachem Ammoniak teilweise lis- 
lich und daher nicht mehr vollkommen verestert. Spektral war 
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es vollkommen identisch mit Spirographisporphyrin, wies also 
.Rhodotyp* auf, wahrend es vorher groSe Ahnlichkeit mit Meso- 
porphyrin, also ,,Atiotyp“ gehabt hatte. Dab es sich hier um 


eine Riickverwandlung handeln muBte, wurde auch dadurch 
hewiesen, daB dieses Porphyrin oximierbar und sein Oxim mit 
Spirographisporphyrinoxim identisch war. Auch der Schmelzpunkt 
hatte sich verindert. Das Porphyrin schmolz bis 295° nicht, 
wihrend es friiher den Schmelzp. 246° (korr.) gehabt hatte, wie 
wir uns seinerzeit iiberzeugten, ebenso von der Richtigkeit des 
damals erhobenen spektrographischen Befundes. Das verinderte 
Verhalten ist wohl nur damit zu erkliren, daB eine Carbonyl- 
sruppe in eine Alkoholgruppe urspriinglich hydriert war und im 
Laufe der Zeit wiederum eine Reoxydation eingetreten ist. 

Die Hydrierung des Spirographishimindimethylesters in 
wasserfreier Ameisensaure, die daraufhin mit einer kleinen Menge 
vorgenommen wurde, ergab ein Porphyrin, dessen Spektrum gegen 
Mesoporphyrin minimal nach Rot verschoben war. Der Schmelz- 
punkt seines Esters war 242—243° (nicht korr.), wihrend der 
von Warburg dargestellte Porphyrinester den Schmelzp. 246° 
(korr.) besessen hatte. Zur Klirung der Frage, ob die katalytische 
Hydrierung im sauren Medium die Formylgruppe zur Methy]l- 
sruppe reduziere, wurden folgende 2 Modellversuche angestellt: 
3-Desmethyl|-3-Formylrhodoporphyrin wurde in_ wasserfreier 
Ameisensiure gelést und mit Palladium und Wasserstoff behandelt. 
Das Hydrierungsprodukt erwies sich spektroskopisch als mit 
Rhodoporphyrin identischh Um zu beweisen, daB es nicht der 
Porphyrinalkohol sein kénnte, wurde damit nach _ vorher- 
gegangener Veresterung ein Benzoylierungsversuch gemacht, der 
negativ verlief. 

2mg 3-Formylrhodoporphyrin werden in 5cem wasserfreier Ameisen- 
siure gelést, mit 7 mg Palladium versetzt und bis zur Entfiirbung hydriert. 
Dann wird iiber Nacht zur Reoxydation stehen gelassen, in Ather getrieben, 
die Ameisensiiure sorgfiiltigst weggewaschen (neutrale Reaktion) und frak- 
tioniert. Die Hauptmenge ist mit 5 und 7°/, iger Salzsiiure ausziehbar und 
spektroskopisch identisch mit Rhodoporpbyrin. 

Dieses Porphyrin wird in Atherlésung mit Diazomethan verestert und 
der Ather nach Zerstérung des Diazomethans vorsichtig eingedampft. Das 
auskrystallisierte Porphyrin wird im Vakuum getrocknet, dann in wenig 
Pvridin gelést und nach Zugabe von 1 ccm Benzoylchlorid 2 Stunden lang 
unter Wasserausschlu8 bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dann wird 
in \ther gegossen, Pyridin und Benzoylehlorid mit Wasser weggewaschen 
und traktioniert. Die Hauptmenge geht in 7°), ige Salzsiiure und ist mit 
Khodoporphyrin spektroskopisch identisch. 

‘oppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLII. 1} 
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Als zweites wurde 6-Formylpyrroporphyrinester unter den gleiche, 
Bedingungen hydriert. Das Reaktionsprodukt war einheitlich, hatte eine, 
Schmelzpunkt von 247— 248° (nicht korr.) und seine Analysenwerte stimmite, 
auf eine 1,3,5,6,8-Pentamethyl- 2, 4- didéthylporphin - 7 - propionsiiure 


gut 


] 


wiihrend die Zahlen des entsprechenden Alkohols weit auBerhalb de; 


Fehlergrenzen liegen. Die Formylgruppe mu demnach zur Methylgrupy 
reduziert worden sein. 


6-Formylpyrroporphyrinester wird durch 3 malige Extraktion 1) 
Aceton und nachfolgende Krystallisation aus Pyridin—Methylalkoho! })j; 


zum Schmelzp. 241° gereinigt. 40 mg dieses Porphyrins werden in 10 cc, 


100°/, iger Ameisensiiure gelést und mit Palladium als Katalysator bis zy 
vollkommenen Entfirbung hydriert. Dann wird zur Reoxydation iiber Nach 
stehen gelassen, in Ather getrieben, die Ameisensiiure bis zur neutrale 


Reaktion weggewaschen und fraktioniert. Das Porphyrin wird mit 2- uni 
3°/, iger Salzsiiure dem Ather entzogen, darunter und dariiberliegende Irak 


tionen werden verworfen. Es wird dureb 2maliges Hin- und Hertreibe: 


zwischen Ather und Salzsiure gereinigt, mit Diazomethan verestert, de: 
Ather nach Zerstérung des Diazomethans eingedampft und das Porphyrin 
2mal aus Chloroform—Methylalkohol und 1 mal aus Pyridin—Methylalkoho! 
krystallisiert, wobei es sich in schrig abgeschnittenen Prismen abscheidet. 


Schmelzp. 247— 248° (nicht korr.). ; 
Zur Analyse wurde iiber Paraffin, Atzkali und Phosphorpentoxyi 
2 Stunden lang im Hochvakuum bei 100° getrocknet. 
3,468 mg Subst. (bei 100° i. Hochy. getr.): 9,575 mg CO,, 2,370 mg H,/ 
0,045 mg Asche. 
CygHgg0.N, (522,38) Ber. C 75,82 H 7,33 O 6,13 N 10,73 
Gef. ,, 76,29 7,5 
Fiir den Alkohol (C,,H,,0,N,) ergiiben sich folgende Zahlen: 
C 73,56 H711 O 892 N 10,41 


9 2) 


Spektrum in Pyridin—Ather: 














I. 626,7—623,3; II. 570,6—568,2; ITI. 528,2—526,0; 
625 569,4 527,1 
LV. 504,8—483,2; Knd-Abs. 421,6. 
594 


Reihenfolge der Intensitiiten: IV, III, UH, I. 

Daraufhin wurden 40 mg _ Spirographishimindimethylester 
mit Kisessig—Ferroacetat enteisent und das entstandene Porphyrit 
aus Ather isoliert. Es wird ohne weitere Reinigung in wasser- 
freier Ameisensiure gelist (10 com) und mit 20 mg Palladiun- 
katalysator bei Zimmertemperatur hydriert. Durch 12 stiindiges 
Stehenlassen an der Luft wird die vollkommen entfairbte Lésun 
des Porphyrinogens reoxydiert, in Ather gegossen, die Ameisen- 
siure bis zur neutralen Reaktion weggewaschen und fraktionier™ 
Die Hauptmenge wird iiber 2°/, ige Salzsiiure isoliert und mebrer 


Male zwischen Ather und Salzsiiure hin- und hergetrieben. Zu f 
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SchluB wird in Atherlésung mit Diazomethan verestert und nach 


Zerstérung des Diazomethans eingeengt. Der ausgefallene Por- 
phyrinester wird 3 mal aus Chloroform—Methylalkohol umkrystalli- 
siert und auf der Mikronutsche abfiltriert (2 mg). Schmelzpunkt 
942243" (nicht korr.). 


Spektrum in neutralem Ather: 














I. 626,5—623,5; IT. Vorschatten ab 579,6...574,0—568,1 
625 dT] 
IIT. 531,7—525,7 IV. 506,0—486,6; Knd-Abs. 432. 
528,7 496 


Reihenfolge der Intensitiiten: IV, III, I, I. 


Der damit vorgenommene Mischschmelzpunkt mit Mesopor- 
phyrin-[I-dimethylester vom Schmelzp. 233° und mit Mesopor- 
phyrin-[V-dimethylester vom Schmelzp. 238° ergab nach vorher- 
vegangenem Sintern und Erweichen Depression auf 215 bzw. 
221°. Kine Identitiit war damit ausgeschlossen. 

Zur Priifung, ob die Formylgruppe des Spirographisporphyrins 
durch die Hydriertng zur Methylgruppe reduziert worden war, 
wurde das Reaktionsprodukt mit Bromwasserstoff—EKisessig be- 
handelt. In einem parallel laufenden Versuch wurde Mesopor- 
phyrin auf sein Verhalten gegeniiber denselben Reagentien kon- 
trolhert. Beide Porphyrine blieben dabei spektral unveriindert. 
Versuche zur Oximierung und zur Bbromierung des hydrierten 
Spirographisporphyrins blieben erfolglos. In beiden Fallen resul- 
tierte spektroskopisch unveriindertes Ausgangsmaterial, die Formyl- 
gruppe des Spirographisporphyrins war also vollkommen reduziert 
worden. 

0,5 mg hydrierter Spirographisporphyrinester werden in 1 cem Brom- 
wasserstofi—Eisessig gelést und tiber Nacht bei 45° im zugeschmolzenen 
Rohre stehen gelassen. Die Aufarbeitung iiber Ather ergibt ein Porphyrin, 
welches mit 1°/,iger Salzsiure dem Ather entzogen wurde und _ spektro- 
skopisch mit hydriertem Spirographisporphyrin (vgl. oben) identisch war. 

1 mg Mesoporphyrin-IV-dimethylester wird in 1 cem Bromwasserstoff- 
isessig gelést und den gleichen Bedingungen sowie demselben Auf- 
irbeitungsweg wie oben unterworfen. Das resuitierende Porphyrin zeigte 
keine spektroskopische Veriinderung gegeniiber dem Ausgangsmaterial. 

0,5 mg hydrierter Spirographisporphyrinester werden in 2 cem Pyridin 
velost und 1 Stunde lang mit einigen Krystallen Hydroxylaminhydrochlorid 


aut dem siedenden Wasserbad erwiirmt. Dann wird iiber Ather autf- 
0/ 


gearbeitet. Das resultierende Porphyrin wurde mit 1°/, iger Salzsiiure dem 
Ather entzogen und erwies sich als spektroskopisch identisch mit hydriertem 
Spirographisporphyrinester. 


11° 
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0,2 mg hydrierter Spirographisporphyrinester werden in 1 cem sus. 
gefrorenem Eisessig gelést, mit Bromdampf kurz bis zur Gelbfirbung be. 
handelt und sofort mit Aceton versetzt. Nach 1 stiindigem Stehenlassey 
wird iiber Ather aufgearbeitet, wobei alles Porphyrin in 1°/, ige Salzsiiur 
geht und sich nach Reinigung als spektroskopisch identisch mit hydrierien, 
Spirographisporphyrinester erweist. In den dariiber liegenden Fraktionen 
ist kein Porphyrin nachweisbar. 

Die Ergebnisse der Hydrierungsversuche hatten also keine endgiiltiy, 
Klirung gebracht. 


“6———— <_< $$, —_—____,___ —————— 
22 ond 
2,0 | | 

| 
18 





0 550-530 510 $90 430 





7, < “ 
——~+ Porphyrin aus Spirographshamin 


Fig. 1. 


Auch die quantitative Messung des Absorptionspektrums des Spiro- 
graphisporphyrindimethylesters, die in  liebenswiirdigster Weise vo 
Dr. A.Stern und Dr. H. Wenderlein durchgefiihrt wurde, konnte die 
Entscheidung nicht bringen. Spirographisporphyrin besaB nach diesen 
Messungen ,,Rhodotyp“, was auf das Vorhandensein der Formylgruppe 
zuriickzufiihren ist. Wenn noch eine zweite kernstiindige C=O-Bindung 
im Molekiil vorhanden gewesen wiire, so hiitte dies nur dann einen ,,ver- 
stiirkten Rhodotyp“ bedingt, wenn diese in dem der Formylgruppe gegen- 
iiberliegenden Pyrrolkern gelegen gewesen wiire. Dies brauchte natiirlicl 
nicht der Fall zu sein. 

Die Aufklirung erfolgte erst durch die Wiederholung der 
Diazoessigesterreaktion mit griéferen Materialmengen als anfangs. 
Denn durch den Nachweis des Formylrestes war das Fehlen det 
fiir die Diazoessigesterreaktion charakteristischen Blauverschiebung 
nicht mehr so unerklirlich wie seinerzeit. Es konnte sell 
wohl Anlagerung von Diazoessigester an Spirographisporphyrit 
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ecm sus: : : ss 
stattgefunden haben und daneben der Formylrest sich im Sinne 


ung be. . i 
enlassen | folgender Formulierung zum Ketonsiureester umgesetzt haben, 
salzsiiur F wwofiir chemische Analogien bekannt sind: 
drierten 
aktionen ae ee O 
g WY | 
, H,C-—=-C<p + j|/; SCHCOOCH, —> H,C-——-C—CH,COOCH, 
d giiltig: ; | | O N:7 | | 
ee yee 
N N 
Dann muBte nach der Anlagerung von Diazoessigester noch 
die Carbonylgruppe mit Hydroxylamin nachweisbar sein: 
0 NOH 
H,C---=-C—CH, COOCH, H,C-——=-C—CH,COOCH, 
i +H,NOH > * | 
— me 
Dies war in der Tat der Fall. Die Oximierung des obigen 
Porphyrins ergab Blauverschiebung des Spektrums, und so war 
das Vorhandensein von Formylgruppe neben Vinylrest sehr wahr- 
scheinlich geworden, obwohl sich letzterer durch eine spezifische 
Reaktion, wie die Anlagerung von fliissigem Bromwasserstoff, 
nicht nachweisen lieB. Die spektralen Erscheinungen lieBen sich 
allerdings damit erkliren, daB die Anlagerung des Diazoessig- 
esters an die Formylgruppe eine so starke Rotverschiebung her- 
vorrufen mute, daB die durch eine Vinylgruppe bedingte Blau- 
; Spiro. f Yerschiebung bei der Anlagerung iiberdeckt worden wire. 
ae Nach einem Vorversuch mit 0,6 mg Protoporphyrindimethy]- 
nte die . . . , 
diesen | CSter, bei dem die Blauverschiebung des Spektrums von 5—6 mu 
leruppe — deutlich zu sehen war, wurden 0,9 mg Spirographisporphyrin- 
sindung F dimethylester mit 5 ccm Diazoessigester 17 Stunden lang am 


mF § siedenden Wasserbad unter RiickfluB erwiirmt. Dann wird in 
geg ‘en- . . 
Ather gegossen, mit 10°/, iger Salzsiiure ausgezogen, wieder in 


atiirlic! 

= \ther getrieben und der ‘Vorgang noch 1 mal wiederholt. An- 
i ia schliieBend wird fraktioniert, wobei die Hauptmenge des Por- 
me - phyrins in 8°/, ige Salzsiure geht. Sein Spektrum ist gegen 
= Spirographisporphyrin deutlich nach Rot verschoben. List man 
en el las Posen. ie. enna: Danii ke ye 
‘abun |“) OrPhyrin in wenig Pyridin und er itzt es unter Zugabe von 
“ : In | eigen Krystallen Hydroxylaminhydrochlorid 1 Stunde lang auf 
‘ “aie (em siedenden Wasserbad, so erfolgt eine Blauverschiebung des 


Spektrums, wie sie fiir Oxime charakteristisch ist. 
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| Diazoessigester- | Oxim des Diazoessiv- 
Spirographis- | anlagerungsprodukt des | eta, ge 
porphyrin Spirographisporphyrins | P*OC™ tes des Spiro. 
in Pesbilin<iiiee- | ee graphisporphyrips in 
in fynem~Amer: in Pyridin—Ather: Pyridin—Ather: 
I. 641,2—636,0 I. 645,4—642,3 | I. 638,0—631,4 
639 643,38 | 634,6 
II. 593,0—575,0 Il. 595,6—577,3 | II. 588,9—572,s 
581 589,1 | max. 576,2 
III. 560,5—548,4 Ill. 561,4—548,6 | IID. 5466—534,1 
554 555 | 540,4 
[V. 517,8—...495,0 IV. 521,1--503,3 IV. 515,3—495,5 
max. 514 512,2 | 505,4 
End-Abs. 440,7. End-Abs. 440,7. | End-Abs. 437,0. 
Reihenfolge der Inten- Reihenfolge der Inten- | Reihenfolge der Inten 
sitiiten: IIT, IV, UH, I. sititen: III, IV, II, I. | _ sitiiten: III, IV, I, 1. 


Zu diesen Resultaten kam noch, daB das Ergebnis der 
Hydrierung ein dem Mesoporphyrin sehr aihnliches Spektrum besab, 
wihrend andrerseits wieder das Resultat der Resorcinschmelze 
auf ein Porphyrin mit 2 freien #-Stellungen hindeutete. Eine 
Vereinigung dieser beiden Befunde war also nur im Rahmen 
eines Porphyrins méglich, welches in den Seitenketten durch 
2 Propionsiiuren, einen Formylrest und eine Vinylgruppe neben 
4 Methylgruppen substituiert war. Nachdem bisher in der Natur 
sich Hamin, Chlorophyll, Bacteriochlorophyll und Gallenfarbstoti 
vom Atioporphyrin III ableiten und nur Uroporphyrin, Kopro- 
porphyrin, Turacin und Porphyrin aus Perlmuschelschalen bis 
jetzt gefundene natiirliche Abkémmlinge des Atioporphyrin I dar- 
stellen, konnte mindestens als Arbeitshypothese die Verwandtschatt 
des Spirographishimins mit Hiimin [X angenommen werden, wo- 
bei es immerhin méglich war, daf der Formylrest in 2-Stellung 
und der Vinylrest in 4-Stellung saf oder umgekehrt. Hydriertes 
Spirographisporphyrin wire dann eine 1,2,3,5,8-Pentamethy!- 
4-iithylporphin-6, 7-dipropionsiiure oder 1,3, 4,5,8-Pentamethyl- 
2-iithylporphin-6, 7-dipropionsiiure gewesen. Beide Porphyrine 
waren aber schon von H. Fischer und Else Jordan?) dargestellt 
worden. Die Schmelzpunkte der Dimethylester der vorliegenden 
Priparate waren 252° bzw. 290°. Die vorgenommenen Misch- 
schmelzpunkte mit hydriertem Spirographisporphyrinester ergaben 
im Falle des 1, 2, 3,5, 8-Pentamethyl-4-ithylporphin-6, 7-dipropion- 


*) Diese Z. 191, 36 (1930). 
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siuredimethylesters (Schmelzp. 252°) einen Mischschmelzpunkt 
von 246°, also keine Depression. Mit 1,3, 4,5,8-Pentamethyl- 
9 -ithylporphin - 6, 7- dipropionsiuredimethylester (Schmelzp. 290°) 
erfolgte nach Sinterung ab 230° Depression auf 255°. 

Durch den erstgenannten Mischschmelzpunkt war 
die Identitat von hydriertem Spirographisporphyrin mit 
1,2, 3,5, 8-Pentamethyl-4-athylporphin-6, 7-dipropion- 
siure bewiesen. Die Vinylgruppe konnte daher im Spiro- 
sraphisporphyrin nur in 4-Stellung gesessen haben und 
der Formylrest in 2-Stellung. 

Zur weiteren Erhirtung dieser Beweisfiihrung muBte das 
Produkt der Resorcinschmelze des Spirographishiimins mit 
Deuteroporphyrin IX identisch sein, da ja am Modell und am 
Spirographishimin selbst gezeigt worden war, dab Formylgruppen 
durch die Resorcinschmelze abgesprengt werden. 

In der Tat lag der Mischschmelzpunkt der beiden Kérper, 
die als Ester jeder fiir sich bei 219—220° schmolzen, ebenfalls 
bei 219—220°. Die Identitit war damit schon erwiesen. Die 
heiden Porphyrine wurden jedoch noch in ihre Brom-Verbindungen 
ibergefiihrt und erwiesen sich auch hierin als identisch. 

Zur Analyse wurde Deuteroporphyrin aus Spirographishimin 
bis zam Schmelzpunkt von 219—220° aus Pyridin—Chloroform— 
Methylalkohol umkrystallisiert und im Hochvakuum iiber Paraffin, 
Atzkali und Phosphorpentoxyd bei 70° bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. 

Lange, vielfach gebogene Nadeln. 





Fig. 2. 
Dcuteroporphyrin IX-dimethylester. Deuteroporphyrindimethylester 
aus Spirographishimin. 
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Die krystallographische Untersuchung wurde von Herrn Professor 
H. Steinmetz durchgefihrt, wofiir auch an dieser Stelle bestens gedank: 
sei, und ergab folgendes Resultat: 


Messungen des Ausliéschungswinkels an: 


Deuteroporphyrin IX - Deuteroporphyrindimethyleste: 
dimethylester: aus Spirographishimin : 

39°, 39°, 36° 38° 40° 38°, 87°, 40°, 40°, 40% 
Mittelwert: 38°. Mittelwert: 39°: 


Vom krystallographischen Standpunkt ist gegen eine Identitiit der 


beiden K6rper nichts einzuwenden. 

2,993 mg Subst. (bei 70° i. Hochv. getr.): 7,750 mg CO,, 1,740 mg H,0, 
0,037 mg Asche (nicht niher untersucht). 

CygHs,0O,N, (538,3) Ber. C 71,34 H 6,36 
Gef. ,, 71,50 », 6,59. 

Spektral war Deuteroporphyrin aus Spirographishimin mit 
Deuteroporphyrin IX, Dibromdeuteroporphyrin aus Spirographis- 
himin mit Dibromdeuteroporphyrin IX vollkommen identisch. 

Spektra vgl. S. 144, 147. 

Spirographisporphyrin trigt also seine Formylgruppe in 
2-Stellung, die Vinylgruppe in 4-Stellung, seine Konstitution ist 
damit eindeutig im Sinne folgender Formulierung (II) bewiesen: 








H,0——c<#i — 
| 
: 
YZ CH a 
N NH 
a CH 
\ NH N / 
\™s CH ae 
- oe =e 
| | 
COOH COOH 


Diese Formel erklirt nicht nur die Befunde der vorliegenden 
Arbeit, sondern auch die von Warburg?) beobachtete Verschie- 
bung des Himochromogenspektrums von Spirographishamin und 
Phiohimin b*). Beide Hiamine besitzen je eine Vinyl- und eine 
Formylgruppe. In Pyridin und Cystein erfolgt nach Zugabe von 
Hydrazin wahrscheinlich Hydrazonbildung an der Formylgruppe. 
welche die Blauverschiebung des Spektrums bedingt. 

Nach der Konstitutionsaufklirung des Spirographisporphyrins 
im Sinne von 1,3,5,8-Tetramethyl-2-formyl-4-vinylporphin-6,7-di- 


)} arnt. 
*) Vgl. H. Fischer u. K. Weichmann, Liebigs Ann. 498, 269 (1932). 
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‘rofessor F propionsdure ist dieses dem Himin IX, das sich von Atiopor- 
gedankt F  hyrin IMT ableitet, sehr ahnlich gebaut. Die Ableitung von 
Atioporphyrin III ist bemerkenswert. Vergleicht man die auf 
Ss. 154 gegebene Ableitung der Pyrrolfarbstoffe in bezug auf ihre 
Konstitutionsanordnung, so sieht man, dab, soweit dies auf Grund 
; | der bisherigen Erfahrungen méglich ist, alle funktionswichtigen 
sich vom Atioporphyrin III ableiten und dieser Regel folgt auch 
das Spirographisporphyrin. Himin [X ist nun bereits im Cyto- 
chrom enthalten!) und dieses ist entwicklungsgeschichtlich sicher 
‘ilter als das Spirographishimin. Dessen Entstehung kénnte sehr 
wohl durch Oxydation der Vinylgruppe in 2-Stellung erfolgen. 
Chemische Anhaltspunkte kann man als Stiitze fiir diese Auf- 
fassung anfitihren; denn schon bei der energischen Behandlung 
in mit — des Himins und Haimatoporphyrins mit Alkoholat erfolgt zwar 
raphis- der Hauptmenge nach Mesoporphyrinbildung, also Reduktion der 
ch. beiden Vinylgruppen zu Athylresten, aber in recht betrichtlichem 
MaBe erfolgt Hamoporphyrinbildung, also Eliminierung einer 
pe in — Vinylgruppe und Bildung eines Athylrestes. Diese Reaktions- 
ion ist — fahigkeit der beiden Vinylgruppen ist also nicht gleichartig, wie 
viesen: auch aus dem Verlauf der Hydrierungskurve des Himins IX 
hervorgeht. Auch bei der Oxoreaktion war Reduktion einer 
Vinylgruppe und Uberfiihrung der zweiten in Acetylrest fest- 
zustellen. Experimentell wird sich leicht ermitteln lassen, welche 
der beiden Vinylgruppen die reaktionsfihigere ist; wahrscheinlich 
wird es die in 2-Stellung sein, weil bei der Teilreduktion?) des 
Kilirubins diese zuerst an dem dem Himin entsprechenden Pyrrol- 
kern I einsetzt und dann muB es auch méglich sein, durch Teil- 
oxydation zum Spirographishimin bzw. -porphyrin zu kommen. 
Auch die Ringsynthese ist in Bearbeitung. 


leste: 


itiit der 


ng H,0, 


Dem Bayerischen Staatsministerium fiir Unterricht und Kultus sei fiir 





enden | 
wy die Gewihrung eines Arbeitsplatzes an der Zoologischen Station in Neapel, 
sciie- der Rockefeller Foundation fiir ein Stipendium, dem Acquario Marino, Triest, 
1 und — sowie der Zoologischen Station in Neapel fiir die Beschaftung des Ausgangs- 
1 eine materials auch an dieser Stelle bestens gedankt. 
e von 
ruppe, 1) K. Zeile u. W. Reuter, Diese Z. 221, 101 (1934). 

*) H. Fischer u. H. W. Haberland, Diese Z. 232, 240 (1935). 
ryrins 
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(1932). 
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EinfluB der Sexualhormone auf den C-Vitamingehalt 
der Nebennieren und der Leber von Meerschweinchen. 


Von 


Johann Mosonyi. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét in Budapest.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juni 1936.) 


Plaut und Biilow’), weiterhin Demole und Ippen?) berich- 
teten gleichzeitig mit uns*) iiber den Befund, daB nach Verab- 
reichung von Thyroxin der Ascorbinsiuregehalt in den Nebennieren 
und in der Leber von Kaninchen bzw. Meerschweinchen betriichtlich 
abnimmt. Dieser zwischen dem Thyroxin und dem C-Vitamin 
bestehende Antagonismus konnte auch in anderer Hinsicht be- 
stiitigt werden, insofern der durch das Thyroxin gesteigerte Sauer- 
stofiverbrauch durch Verabreichung gréBerer Mengen Ascorbin- 
siure kompensiert werden konnte [Kreitmair‘). Oehme: 
konnte ebenfalls zeigen, daB 20—25 mg Ascorbinsiiure (tiiglich) 
die durch 100 7 Thyroxin hervorgerufene Stoffwechselsteigerung 
unterdriicken, und daf der Umsatz sogar um 10—15°/, unter den 
Wert der Vorperiode fallen kann. Nach ihm steht dieses Ergebnis 
im Einklang mit der zuerst von uns®) geiuBerten Vermutung, dab 
der erhéhte Umsatz beim Skorbut, den das Vitamin C zur Norm 
zuriickbringt, sehr wahrscheinlich auf einer Uberfunktion der akti- 
vierten Schilddriise beruht. 

Diese Versuchsergebnisse gestatten daher die Folgerung, dati 
zwischen der stoffwechselsteigernden Wirkung des Thyroxins und 
der Verminderung des C-Vitaminbestandes der Nebennieren und 
der Leber ein inniger Zusammenhang besteht. Es entstand nun 
die Frage, ob wir hier einer spezifischen Wirkung des Thyroxins 
gegeniiberstehen oder eventuell diese Wechselwirkung zwischen 


1) Klin. Wschr. 1935, 1318. ) Diese Z. 235, 226 (1935). 
*) Mosonyi, Diese Z. 237, 173 (1935). 
*) Arch. f. exper. Path. 176, 326 (1934). 5) Klin. Wschr. 1936, 512. 


°) Mosonyi, Klin. Wschr. 1936, 24. 
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dem Vitamin C und anderen, auf den Stoffwechsel ebenfalls stei- 
gernd wirkenden Hormonen, in erster Reihe den Sexualhormonen, 
hestehen kénne. Zur Entscheidung dieser Frage untersuchten 
wir in den nachstehend mitgeteilten Versuchen die Wirkung sowohl 
der minnlichen wie der weiblichen Sexualhormone auf den C-Vita- 
mingehalt der Nebennieren und der Leber von Meerschweinchen. 

Unsere Versuche fiihrten tatsichlich zu dem Ergebnis, dab 
sowohl das minnliche wie auch das weibliche Sexual- 
hormon, in entsprechender Menge verabreicht, den C-Vita- 
mingehalt der Nebennieren und der Leber um 30—40°/, 
vermindert. Ob die den C-Vitaminbestand dieser Organe ver- 
mindernde Wirkung der Sexualhormone mit der stoffwechsel- 
steigernden Wirkung derselben Stofte in Wirklichkeit parallel ver- 
liuft, hieriiber diirften unsere weiteren Versuche Aufklirung bringen. 


Methodik. 


Die untersuchten Priparate sind die folgenden: 

1. Erugon (LG. Farbenindustrie A.-G.), 2. ein wiBriger Stier- 
hodenextrakt, von welchem 2 ccm 5 g frischer Hodensubstanz 
entsprechen, 3. Progynon-B oleosum (Schering), 4. Unden, dlige 
Lisung (1.G. Farbenindustrie A.-G.). 


Die Versuche fiihrten wir an insgesamt 62 jungen, aus- 
gewachsenen miannlichen und weiblichen Meerschweinchen aus. 
Der C-Vitamingehalt der Organe dieser Tiere hingt in hohem 
MaBe von dem der aufgenommenen Nahrung ab. Als Futter ver- 
abfolgten wir reichlich Ascorbinsiure enthaltende Kohlblitter und 
Hafer. Bei dieser Ernihrung enthielten die Nebennieren 0,8 bis 
1,2 mg C-Vitamin pro Gramm. In der Leber entsprach die untere 
Grenze des normalen Wertes 0,20 mg, die obere 0,37 mg pro 
Gramm Organsubstanz. Da in diesen von uns untersuchten beiden 
Organen, den Nebennieren und der Leber, der C-Vitamingehalt 
unter normalen Verhiltnissen ziemlich groBe Schwankungen zeigt, 
muBte bei der Untersuchung der EKinwirkung der Sexualhormone 
aut den C-Vitamingehalt dieser Organe auch dieser Umstand in 
besonderem Ma8e in Betracht genommen werden. Deshalb er- 
lolgte jede einzelne Untersuchung in einer Gruppe von 4 Tieren, 
welche wir unter gleichen Verhiltnissen durch lingere Zeit fiitterten. 
Auf diese Weise erwies sich der C-Vitamingehalt der Nebennieren, 
ubgesehen von geringen Unterschieden, bei allen Tieren als unter- 
emander ziemlich gleich und konstant; in der Leber dagegen 
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konnten die oben erwihnten normalen Schwankungen nicht ver- 
mindert werden. Deshalb muBten von den 4 Tieren jeder Grupye 
stets 2 als Kontrolltiere verwendet werden. Der Ascorbinsiure- 
gehalt wurde an den durch Entblutung getéteten Tieren nach 
Tillmans bestimmt. 


Versuche. 
I. 
Wirkung des mannlichen Sexualhormons. 
Tab. I (Gruppe I—V). 


Das in unseren Versuchen beniitzte Hormonpriparat, Erugon, enthiilt 
in 1ccem 6liger Lésuog 2 Hahnenkammeinheiten Hormon. Als Lésungs- 
mittel dient Oleum ped. tauri, das wir in entsprechender Menge den Kontroll- 
tieren injizierten. Die Versuchstiere, minnliche Meerschweinchen der 
Gruppen [ und II, erhielten 2 Tage hindurch tiglich 1 Hahnenkammeinheit 
(0,5 cem) des Hormons intramuskulir. In den Nebennieren und der Leber, 
der 24 Stunden nach der letzten Verabfolgung getéteten Tiere trat eine 
ziemlich hochgradige Verminderung des C-Vitamingehalts im Vergleich zu 
den Kontrolltieren ein, und zwar bei den Tieren der I. Gruppe: in den 
Nebennieren um 29,5°/,, in der Leber um 41°/,, der II. Gruppe: in den 
Nebennieren um 38,8°/,, in der Leber um 38°/,. 

Wurde aber nur die Hilfte der obigen Hormonmenge, '/, Hahnenkamm. 
einheit (0,25 cem) verabreicht (Gruppe III), so war im Verhiiltnis zu den mit 0! 
behandelten Kontrolltieren in den Nebennieren blo8 eine Verminderung von 
15°/, nachweisbar, in der Leber dagegen zeigte sich keine Verinderung. 
Doch auch in den Nebennieren der mit Erugon behandelten Tiere blieb 
der C-Vitamingehalt héher als die untere Grenze des normalen Wertes von 
0,80 mg, er betrug im Mittel 0,925 mg pro Gramm Nebenniere. Insofern wir 
in diesem Falle die Unterschiede im C-Vitamingehalt der Nebennieren der mit 
Hormon behandelten Tiere nicht als physiologische Schwankungen be- 
trachten, kénnen wir — hauptsiichlich bei Beriicksichtigung der Unverindert- 
heit der Leberwerte — die Folgerung ableiten, daB auch das miinnliche 
Sexualhormon, ebenso wie das Thyroxin, nur in gréBerer Menge zur Ver- 
minderung des C-Vitaminbestandes des Organismus fihig ist. 

Doch gelang es nicht nur durch das reines Hormon enthaltende Pri- 
parat, Erugon, sondern auch durch einen wibrigen Hodenextrakt sowohl in 
den Nebennieren, als auch in der Leber die Verminderung des C-Vitamin- 
bestandes herbeizufiihren. Die Verminderung des C-Vitamingehalts betriigt 
im Vergleich zu den Werten der mit Tyrode-Lésung behandelten Tiere der 
IV. Gruppe in den Nebennieren 36,5°/,, in der Leber 39°/,, bei den Tieren 
der V. Gruppe in den Nebennieren 18°/,, in der Leber 40,5°/,. Es ist aut- 
fallend, daB, obwohl den Versuchstieren beider Gruppen die gleiche Hoden- 
extraktmenge verabfolgt wurde, die Verminderung des C-Vitamingehalts 
in den Nebennieren der Versuchstiere der Gruppe IV doppelt so hoch ist, 
als bei denen der Gruppe V. Das verschiedene Verhalten der Versuchs- 
tiere der beiden Gruppen ist héchstwahrscheinlich die Folge jenes Um 
standes, daB der C-Vitaminspiegel der Organe der Tiere der Gruppe IV von 
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Tabelle LI. 


Minnliche Meerschweinchen. 
(Versuche mit dem miinnlichen Sexualhormon.) 
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\Orper- 
ewicht 


in g 


419 


242 


380 


414 


Differenz 


262 
447 
349 


257 


432 
485 
500 


550 


465 
432 
446 


428 


Gewicht 
der | | 
Neben- | Neben- 
nieren | njere 
in mg 
218 0,90 
92 0,86 
194 0,63 
195 0,61 
der Mittelwerte 
in °, 
111 0,88 
193 1,09 
223 0,64 
119 0,56 
Viterenz der Mittelwerte 
= *, 
179 1,11 
374 1,07 
478 0,91 
226 0,94 
Witerenz der Mittelwerte 
in */, 
198 1,13 
152 1,17 
175 0,74 
256 0,72 


Witferenz der Mittelwerte | _ 
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m */, 


Ascorbinsiure pro g 


0,81 
0,80 
0,73 
0,60 


| 
| 
| 
| 


in mg | Mittel 


; . 
im | Leber im 
'in mg Mittel 





0,88 
0,62 


-29,5 


0,98 
0,60 


-38,8 


1,09 
0,925 


| 19 
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Gruppe . al, 


0,21 - 
023 | (22 
0,13 ; 
a) = 
-41 


Gruppe Il. 


0,29 ed 
0.20 0,245 
0,12 , 
0,17 — 
/-38 


Gruppe III. 


0,20 oad 
0,33 0,265 
mn 0,275 


Gruppe IV. 


0,21 _ 

0:20 0,205 

0,18 ’ 

012 | %138 
~39 


Gruppe V. 


0,20 


022 Ol 
| 
0,15 | or 
0,10 | 0,125 
—40,5 








Substanz) 





Bemerkungen 


2 Tage hindurch tiglic 
0,5 cem Oleum ped. tauri 


2 Tage hindurch tiiglich 
0,5 eem (1 H.E.) ,,Erugon“ 


2 Tage hindurch tiiglich 
0,5 cem Oleum ped. tauri 


2 Tage hindurch tiglich 
0,5 cem (1 H.E.) ,,Erugon“ 


2 Tage hindurch tiiglich 
0,5 cem Oleum ped. tauri 


2 Tage hindurch tiigl. 0,25 cem 
(/, H.E.) ,,Erugon“ 


3 Tage hindurch tiiglich 
1 eem Tyrode-Lésung 


3 Tage hindurch tiglich 1 ecm 
wiBrigen Stierhodenextrakt 
(entspr. 2'/, g frischer Hoden- 


3 Tage hindurch tiglich 
1 ecm Tyrode Lésung 


3 Tage hindurch tiglich 1 cem 
wiBrigen Stierhodenextrakt 
(entspr. 2'/, g frischer Hoden- 
Substanz) 
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vornherein weitaus héher war als bei den letzteren, bei denen er der unteren 


(rrenze des normalen Werts entsprach. 


Diese Erscheinung libt unseres 


Erachtens darauf schlieBen, daB der durch reichlich C-Vitamin enthaltende 
Nahrung hervorgerufene hohe C-Vitaminbestand iiberaus labil, daher leicht 
mobilisierbar ist. 


I]. 


Wirkung des weiblichen Sexualhormons. 
Tab. IL (Gruppe I—IID. 


Von den zur I. Gruppe gehérigen 4 Tieren wurde zweien 2 Tage hin- 
durch tiiglich 0,5 cem_ ,,Progynon“ (5000 Benzoateinh.) verabreicht. 


Diese 


Follikelhormonmenge vermochte den C-Vitamingehalt der Nebennieren um 


29,9, 


unter den normalen Wert herabzudriicken, in der Leber dagegen 


nur bis zur unteren Grenze des normalen Werts, was einer 21°/,igen Ver- 


Tabelle 


IT. 


Weibliche Meerschweinchen. 
(Versuche mit dem Follikelhormon, Gruppe I—IIL) 
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in mg 
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Gruppe I. 
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0,23 0,26 

0,21 ‘ 

0.20 0,205 
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Gruppe II. 


a 0,295 

0,22 - 

0.09 0,155 
—47,.8 


Gruppe III. 


Or 
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can | 020 











Bemerkungen 


2 Tage hindurch tiiglich 
0,5 cem Oleum ped. tauri 
2 Tage hindurch tiiglich 
0,5 cem ,,Progynon B“ 
(5000 LE.) 


2 Tage hindurch tiiglich 
1 ccm Oleum ped. tauri 

2 Tage hindurch tiiglich _ 
1 eem ,,Unden“ (10000 ME 


Einmal 0,5 cem Oleum ped. 
tauri 


Einmal 0,5 cem ,,Progynon 
(5000 I.E.) 
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minderung entspricht. Ist jedoch dieser innerhalb der normalen Grenzen 
fallende Wert des C-Vitamingehalts der Leber als Verminderung anzusehen? 
Da wir auch bei den in der Tabelle nicht aufgenommenen Versuchen in 
mehreren Fiillen auf Verabreichung derselben Menge des Follikelhormons 
auch in der Leber unter dem normalen C-Vitamingehalt liegende Werte 
fanden, ferner in den Nebennieren dieser Tiere eine ausgesprochene Hormon- 
wirkung auftrat, kann unseres Erachtens diese geringfiigige Verminderung 
des C-Vitamingehalts der Leber dennoch als positive Hormonwirkung an- 
vesehen werden. 

In der II. Gruppe verabreichten wir 2 Tieren 2 Tage hindurch tiglich 
i cem ,,Unden“ (10000 J. E.). Diese Hormonmenge verursachte in den 
Nebennieren im Mittel eine Verminderung des C-Vitamingehalts von 33,9°/), 
kaum eine gréBere wie bei den 2 Tieren der vorigen Gruppe, welche eine 
Follikelhormonmenge von 5000 Benzoateinheiten erhalten batten. In der 
Leber des einen Tieres jedoch war eine auffallend groBe Verminderung des 
C-Vitamingehalts wahrnehmbar, wiihrend beim zweiten derselbe die untere 
(;renze des normalen Werts noch immer iiberschritt. Auf Grund der bei 
der I. Gruppe dieser Versuchsreihe beziiglich der Leberwerte ausgefiihrten 
Erérterungen mu auch bei diesem Tiere im Vergleich zu den Kontroll- 
tieren eine Verminderung des Leberwerts angenommen werden. Im Mittel 
betriigt bei diesen beiden Versuchstieren die Verminderung des C-Vitamin- 
vehalts der Leber 47,8 °/). 

Die in der III. Gruppe angefiihrten Versuchsergebnisse sprechen dafiir, 
daB auch das Follikelhormon ebenso wie das miinnliche Sexualhormon nur 
in einer bestimmten Menge verabfolgt, imstande ist, den C-Vitaminbestand 
des Organismus zu vermindern. Auf eine einmalige Hormonmenge von 
0.5eem ,,Progynon“ trat weder in den Nebennieren noch in der Leber 
eine wahrnehmbare Verminderung des C-Vitamingehalts ein. 

It. 
Tab. III. (Gruppe I—lI). 

SchlieBlich wurden in dieser letzten Versuchsreihe die Wirkung des 
miinnlichen Sexualhormons auf das weibliche und die des Follikelhormons 
auf das miinnliche Tier untersucht. Diese Versuche fiihrten zu dem 
krgebnis (Gruppe I), dali das minnliche Sexualhormon den C-Vitamingehalt 
des weiblichen Tierorganismus nicht im geringsten Mabe beeintlubt. Den 
weiblichen Versuchstieren wurde dieselbe Menge ,,Erugon‘ (1 H. E.) 2 Tage 
hindureh verabreicht, die bei den miinnlichen Tieren (vgl. oben) eine 30 bis 

»ige Verminderung hervorrief. 

Interessante Ergebnisse resultierten jedoch bei den mit dem Follikel- 
hormon an minnlichen Tieren ausgefiihrten Versuchen. In einer Menge 
von tiglich 0,5 cem ,,Progynon“ durch 2 Tage hindurch verabreicht, kounte 
das Follikelhormon den C- Vitamingehalt in den Nebennieren im Mittel um 
22°/), in der Leber aber um 64,5°/, herabdriicken. Dieser auffallend hohe 
rozentsatz der Verminderung in ‘der Leber setzt aber voraus, daB der 
Ausgangswert der mit Progynon behandelten Tiere dieselbe Héhe erreichte 
wie bei den Kontrolltieren. In Anbetracht des bereits obenerwihnten Um- 
standes, daB die normalen Leberwerte auch bei den zur gleichen Gruppe 
-chérigen Tieren eine ziemliche Schwankung aufweisen, wiire eventuell 
‘ese hohe Verminderung etwas niedriger einzuschiatzen. 
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Tabelle III. 


Gruppe I: Weibliche Meersehweinchen, mit dem minnlichen Sexuil- 
hormon behandelt. 
Gruppe II: Méannliche Meerschweinchen, mit dem Follikelhormon behande!t. 
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—— — Ascorbinsiiure pro ¢ 
gewicht| Neben- |Neben-| . . . Bemerkungen 
‘ nieren : | im Leber im 
in g x niere |_| ; ; 
in mg Jin mg. Mittel in mg Mittel 
Gruppe I. 
300 118 0,88 0.89 | 0,20 028 | 2 Tage hindurch tiglich 
372 202 0,90 | ~*~ | 0,87 ws 0,5 cem Oleum ped. tauri 
9 | «6 ° 
242 ae 0,93 | 0,2 2 oe | 2 Tage hindurch tiglich 
325 164 0,88 0,89 0,22 0,26 0 5 eem (1 H E ) Eru on” 
322 140 | 0,86 | 0,35 oes ee 
Differenz der Mittelwerte ms | _ be 
in */9 | dic 
Gruppe II. ert 
348 257 0,78 0.gg | 031 0.335 | 2 Tage hindurch tiglich ie 
410 207 0,86 “| 0,36 oT 0,5 cem Oleum ped. tauri ph 
QT 9Q7 | ¢ 1 > 5 10 
370 237 0,66 0,64 | Ott 0.12 | ? Tage hindurch tiglich — 
355 291 0,62 , 0,13 ' 0,5 cem ,,Progynon B 
(5000 LE.) Jo 
Differenz der Mittelwerte | _,. oat ; ell 
nig 2 64,5 - 
In “/o Ki 
; en 
Zusammenfassung. ph 

Ks wurde die Wirkung der Sexualhormone auf den ©-Vitamin- Wi 
gehalt der Nebennieren und der Leber von Meerschweinchen ul 
untersucht. Hierbei ergab es sich, daB das minnliche Sexual- dis 
hormon an minnlichen, das Follikelhormon an weiblichen Tieren Ky 
eine Verminderung im Durchschnitt von 30—40°/, des C-Vitamin- ko 
gehalts der untersuchten Organe verursacht. 

Das miannliche Sexualhormon erwies sich an _ weiblichen SC 
Tieren als unwirksam, wiihrend mit dem Follikelhormon auch — !* 
an minnlichen Tieren eine betriichtliche Wirkung hervorgerufen au 
werden konnte. ; na 


Vorliegende Arbeit wurde durch Unterstiitzung der ,,Széchenyi 
wissenschaftliche Gesellschaft zur Férderung der ungarischen un 
naturwissenschaftlichen Forschung“ erméglicht. tel 
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Die Jodfarbe dephosphorylierter Kartoffelstirke ’). 
Von 


M. Samee, E. Waldschmidt-Leitz und K. Mayer. 


(Aus dem Chemischen Institut der K6nig-Alexander-Universitiit in Laibach [Ljubljana] 
und dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juni 1936.) 


In Kleistern und Lésungen verschiedener Stirkearten existieren 
bekanntlich Stirkeformen, die sich mit Jod rein tiefblau, und solche, 
die sich violett firben. Bei der Fraktionierung erhalt man die 
ersteren als elektrolytfreies Polysaccharid, die letzteren werden 
je nach der Stirkeart von veresterter Phosphorsiure, einem Phos- 
phorsiure—Stickstoffpaarling, sowie von Kieselsiure begleitet. Man 
versuchte diesen Begleitstoffen einen wesentlichen EKinflu8 auf die 
Jodfarbe zuzuschreiben, indem man etwa dem freien Polysaccharid 
eine rein blaue, dem Mischmicell eine violette Jodfarbe zuordnete?). 
Kiner solchen Hypothese stehen jedoch verschiedene Tatsachen 
entgegen. Verestert man z. B. die Amylosubstanzen mit Phos- 
phorsiure, so bleibt die rein blaue Jodfarbe erhalten*), umgekehrt 
wird die violette Jodfarbe der anderen Stirkefraktion nach dem 
Entfernen der Phosphorsiiure durch Druckkochen und Elektro- 
dialysieren nicht verindert*) Die Beweiskraft dieses zweiten 
Experimentes ist jedoch beschrinkt, da das andauernde Druck- 
kochen méglicherweise das Polysaccharid selbst auch verindert. 

Die Isolierung einer amylasefreien Phosphatase durch EK. Wald- 
schmidt-Leitz und K. Mayer’) setzte uns in die Lage, die 
Trennung zwischen dem Polysaccharid und der Phosphorsiure 
auf einem sehr schonenden Wege durchzufiihren. Wir kénnen 
nach erschépfender Dephosphorylierung durch Gerstenamylophos- 


') 6. Mitteilung iiber enzymatische Amylolyse in der von M. Samee 
und E. Waldschmidt-Leitz begonnenen Untersuchungsreihe. 5. Mit- 
teilung Diese Z. 236, 168 (1935). 

*) P. Karrer, Z. angew. Chem. 38, 89 (1922). 

5) M.Samee u. A. Mayer, Kolloidchem. Beih. 16, 90 (1922). 

*) M.Samec u. A. Mayer, Kolloidchem. Beih. 18, 272 (1921). 
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phatase oder durch Nierenphosphatase die gesamte Phosphorsiure 
aus dem Reaktionsgemisch elektrodialytisch abtrennen und das 
Polysaccharid durch Alkohol fillen. Es laBt sich mit siedendem 
Wasser zu einem opaken Sol verteilen, eine klare Lisung liefert 
es jedoch erst bei 155° Sein Reduktionsvermégen entspricht 
einer Kettenlinge von 36 Glucoseresten®), die spezifische Drehung 
ist w@, = 191,5° 

Diese enzymatisch dephosphorylierte Stirke bildet ein Sub- 
strat, an welchem besonders klar die Frage nach einer eventuellen 
Beziehung zwischen der Jodfarbe und der veresterten Phosphor- 
siure studiert werden konnte. Wir colorimetrierten in gewohnter 
Weise unter gleichen Bedingungen bereitete Liésungen nativer 
und dephosphorylierter Stirke mit wachsendem Jodzusatz. In 
Tab. I diente als Vergleichsfliissigkeit eine jodarme, in Tab. II 
eine mit Jod gesittigte Lisung nativer bzw. dephosphorylierter 
Starke. 

Tabelle I. 
Verwendet je 50 ccm 0,03 °%/,iger Lésung nativer bzw. dephosphorylierter 
Stirke (20 Minuten auf 100° erhitzt). Vergleichslésung 50 cem dieser 
Stirkelésung + 0,5 ccm 1/,,)n-JKJ; anfiingliche Schichthéhe 20 mm. 








Zu 50 cem 0,03 °/,iger Lésung zuge- . nie - - 
setzte Jodmenge in cem 1/,,, n-JKJ 0,57 0,75) 1,0 7 1,257 1,5 1,75 
Schichthdhen der Li-( Nativ (A) | 20,0]15,0 | 10,0 | 10,0 | 10,0 | 10,0 
sungen bei gleicher } Dephospho- | .. . “ | 
Helligkeit in mm ryliert (B) 22,2 717,9 [12,1 7 10,7 [10,1 | 10,0 


Verhiltnis der Schichthéhen 
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Tabelle II. 


Vergleichslésung: 50 ccm 0,03 °/,iger nativer bzw. dephosphorylierter Stirke 
(20 Minuten, 100°) + 2,5 cem */,,,n-JKJ. Schichthéhe 10 mm. 





- Zu 50cem 0,03 °/,iger L6- 
sung zugesetzte Jodmenge 057 0,75] 1,07 1,25] 1,5 | 1,75 | 2,0 

in cem 4/19) n-J KJ 
Schichthéhe bei Nativ | 25,0 |16,8 | 15,2 |14,3 [12,1 ]10,0 | 8,6 


gleicher Helligkeit Dephos- ’ . 
tales L dharetinnd 26,5 [19,2 | 14,9 |13,2 [12,3 ]10,2 | 89 























5) Wir méchten bei dieser Gelegenheit darauf hinweisen, daB wihrend 
der enzymatischen Phosphorsiiureabspaltung keine Zunahme des Reduktions- 
vermégens beobachtet wird. 
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Die dephosphorylierte Stiirke braucht zur Erzielung des Farb- 
maximums etwas mehr Jodlisung als die native — was mit Riick- 
sicht auf das nicht zu vernachlissigende Reduktionsvermégen 
weiter nicht verwunderlich ist —, es zeigen aber nach erfolgter 
Jodsittigung beide Stirkeproben praktisch identische Farbinten- 
sitiit (vgl. auch Tab. ITI). 


Tabelle IIL. 


Extinktionsmodul im Photometer Leifo K. 
Ansatz 25 cem 0,03 °/,iger Stirkelésung, 25 eem H,0. 





Zugesetzte Jodmenge 


| Nativ | 0,300 | 0,433 | 0,500 | 0,560 | 0,640 | 0,745 | 0,850 


Dephos- , : . ; 
ghonpliest 0,220 | 0,896 | 0,472 | 0,543 | 0,585 | 0,680 | 0,795 


03 106 {08 [1,0 |1,25 | 1,50 | 2,0 


Extinktions- 
modul 























Fiir den Vergleich der Farbenténe benutzten wir eine durch 
30 Minuten wahrendes Erhitzen auf 155° bereitete 0,5 °/,ige 
Lisung dephosphorylierter und nativer Kartoffelstiirke, welche 
vor der Messung auf 0,03 °/, Trockengehalt verdiinnt worden ist. 
Beide Lésungen geben mit wenig Jod eine blaue, bei JodiiberschuB 
eine violette bis rote Jodfarbe, bei beiden tritt der Umschlag in 
Violett bei der gleichen relativen Jodmenge auf (Tab. IV). 


Tabelle LV. 


0,03 °/,ige Lésung von nativer bzw. dephosphorylierter Stirke (80 Minuten, 

155°) mit steigenden Jodmengen versetzt. Schichthéhe bei nativer Jod- 

stiirkelésung willkiirlich eingestellt, die dephosphorylierten Stirken gegen 
die Lésung der nativen Stirke verglichen. 





Zu 50 cem zugesetzte Jod- 


menge in ccm 4/19) n-JKJ 0,25 | 0,50 | 1,0 1,5 2,0 3,0 5,0 























os ag 50 | 26 | 14] 9 7 6 5 
ae Jodfarbe blau | blau | blau | violett] violett| violett} violett 
Dephosphory- Schichthéhe 43 18 11 8 6 5 4,5 
lerte Stirke | Jogfarbe | blau| blau | blau|violett] violett| 7°82 | 7*- 


violett} violett 


Bei gleichen Jodmengen liefert die bei 155° geléste dephos- 
phorylierte Starke (Tab. IV) eine etwas intensivere Jodfarbe als 
die native, wihrend bei Liésungen, welche bei 100° bereitet wurden, 
das Umgekehrte der Fall ist. Allem Anscheine nach wird die 


12* 
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dephosphorylierte Starke bei 155° weitergehend peptisiert als die 
native; wir wissen, daB bis zu einem gewissen Grade die Inten- 
sitat der Jodfarbe mit abnehmender TeilchengréBe zunimmt’*). 


Der Farbenton beider Lisungen ist bei gleichen Jodmengen 
gleich, auf keinen Fall kann von einem Ubergang des ,,Erythro“- 
charakters in den ,,Amylo“charakter bei der Dephosphorylierung 
gesprochen werden. 


Zusammenfassung. 


Es wurden die Jodfarben von Liésungen nativer und enzy- 
matisch dephosphorylierter Kartoffelstirke miteinander verglichen. 
Durch Entfernen der Phosphorsiiure wird namentlich der Farbton 
nicht wesentlich verindert. Hypothesen, daB die veresterte Phos- 
phorsiiure Anla8 zum Umschlag der blauen Jodfarbe in Violett 
bzw. Rotviolett ist, lassen sich daher nicht halten. 


*) M. Samec, Kolloidchem. Beih. 21, 55 (1925). 
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Uber einige blutchemische Werte vom Elch. 
Von 


Johannes Briiggemann. 


(Aus dem Institut fiir Veterinir-Physiologie der Universitat Berlin.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juni 1936.) 


Die erhéhte Wertschatzung und Bedeutung, die in neuerer 
Zeit unserem Wildbestand geschenkt wird, erfordert fiir die Er- 
kennung und Verhiitung von Krankheiten sowie von Zucht- und 
Haltungsfehlern die Kenntnis normaler physiologischer Verhilt- 
nisse. Da im bisherigen Schrifttum u. a. keine Angaben iiber 
den Gehalt einiger wichtiger normaler Bestandteile des Elch- 
blutes gefunden werden konnten, méchten wir hier einige Analysen- 
ergebnisse eines weiblichen etwa 1 jahrigen Elchkalbes mitteilen. 
Wir sind uns vollkommen dariiber im klaren, daB diese Werte, 
die nur von einem Tier stammen, nichts Endgiiltiges sein kénnen. 
Aus auBeren Griinden stand uns jedoch nur ein Tier zur Ver- 
fiigung und, da sich in absehbarer Zeit fiir uns nicht wieder die 
Méglichkeit einer solchen Untersuchung bieten wird, sehen wir 
uns veranlaBt, diese Ergebnisse schon jetzt mitzuteilen. 

Das weibliche etwa 1 jihrige Elchkalb befand sich zur Amputation 
der Klauen des linken Hinterbeines sowie des linken vorderen FuBendes 
in der hiesigen Rinderklinik. Nachdem Heilung der Amputationswunden 
eingetreten war, nahmen wir die Untersuchung des Vollblutes, des Plasmas 
und des Serums vor, wobei folgende Bestandteile bestimmt wurden: Im 
Vollblut: Gesamt-N nach Kjeldahl; Rest-N nach EnteiweiBung nach 
Folin-Wu im Mikrokjeldahlverfahren, mit anschlieBender jodometrischer 
Titration; Zucker nach Hagedorn und Jensen; Milchsiiure tiber Acet- 
aldehyd nach der Methode von Friedemann, Cotonio und Shaffer; 
Na als Pyroantimoniat gravimetrisch nach Kramer und Tisdall; Cl nach 
Koranyi-Rusznyak; Bestimmung des Volumens der Formelemente und 
des Plasmas in Himatokritréhrechen nach Hedin. Im Plasma: Zucker und 
Milchsiure wie beim Volliblut, Alkalireserve nach van Slyke. Im Serum: 
Ca manganometrisch nach Kramer und Tisdall; anorganischer P im 
Trichloressigsiurefiltrat kolorimetrisch iiber Strychninmolybdat nach Tis- 
dall; Na und Cl wie im Vollblut. 

Simtliche Bestimmungen waren mindestens Doppelanalysen, die im 
einzelnen gut iibereinstimmten. Blut wurde 6 mal morgens in wéchent- 
lichen Abstiinden der schwach gestauten V. jugularis entnommen, wiahrend- 
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dessen sich das Tier ruhig verhielt. — 5 Tage nach der letzten Blutentnahme 
starb das Tier an einer akuten Peritonitis. — Die erhaltenen Werte sind 
aus der Tabelle zu ersehen. Siimtliche Werte sind mit Ausnahme des 
»Haimatokrit“ (Formelemente in Prozent) und der Alkalireserve (Vol.-°/,) 
in mg-°/, ausgedriickt. | 





Vollblut. 








19. If. | 25. 11. | 3. TD. | 10. I1. | 17. I. | 25. III. Rind 


























Gesamt-N .. 3864 oe 3625 aa 8495 3136 4400 ') 
Rest-N ... 39 a 19 34 37 50 19—24?”) 
Zucker ... 39 58 35 56 34 51 80 8) 
Milchsiiure. . 38 27 19 19 32 28 8—13 5) 
| re -— 326 -— — 170 240 269 °) 
eae —_ 360 337 884 372 390 308 °) 
Hiimatokrit . me 35 48 25 35 27 37 4) 
Plasma 
Zucker ... 87 74 69 76 62 76 —- 
Milchsiure. —- 35 22 20 36 26 ao 
Alkalireserve 44 65 62 63 57 66 67 5) 
Serum 
OO 0 ice 9,8 9,0 9,6 8,8 8,2 9,0 8,5 3) 
P os ia ee 6,7 6,6 | 11,2 8,8 6,5 3,7 3) 
bzw. 10,6 
Ds glx — 438 421 403 367 379 320 °) 
—OT—ae 369 333 305 305 328 328 369 %) 























Kin Vergleich dieser Werte mit den in der Literatur angegebenen 
Analysenzahlen und mit denen eigener, noch nicht publizierter Unter- 
suchungen von anderen Wiederkiiuern, z. Bb. des Rindes oder des Schafes, 
zeigt, dab vor allem der Rest-N-, der Blutzucker- und der Milchsiiure- 
gehalt hier erheblichere Abweichungen aufweisen. Worauf diese Unter- 
schiede zuriickzufithren sind, miissen weitere Untersuchungen ergeben. 
Auch die Verteilung der untersuchten Blutbestandteile auf Formelemente 
und Plasma muf, um gréBere Ubersicht zu gewinnen, spiiteren Arbeiten 
vorbehalten bleiben. 


Schrifttum. 


Hammarsten, Physiolog. Chemie 8. Aufl. 1914 8S. 307. 

Tab. Biol. III, 393. 

Mangolds Hdb. d. Ernihrung u. d. Stoffw. d. landw. Nutztiere, Bd. III. 
Ellenberger-Scheunert, Lb. d. vergl. Physiol. d. Haussiiugetiere, 
III. Aufl. 1925 S. 48. 

5. Arch. Tierheilk. 57, 556 (1928). 
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Uber Methyl-oxydationen im Tierkérper. 


Von 
Richard Kuhn, Franz Kéhler und Leonore Kéhler. 


Vorgetragen vor dem Niederrheinischen Bezirksverein 
des Vereins Deutscher Chemiker in Diisseldorf am 18. Mirz 1936. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juni 1936.) 


In einer Untersuchung iiber den EKinfluB von Seitenketten 
auf die Oxydationsvorgiinge im Tierkérper haben R. Kuhn und 
Kk. Livada}) gezeigt, daB die nach Fiitterung von Geraniol 
baw. Citral im Harn von Hunden auftretende Dicarbonsiure 
C,,H,,0,, die von H. Hildebrandt?) entdeckt wurde, sehr wahr- 


14° 4? 





scheinlich durch w-Oxydation®*) gebildet wird und Formel I besitzt. 
HOOC, 
[ 7C=CH—CH,—CH,—C=CH.- -COOH 
HC 


bu, 

Den Beweis hierfiir kénnen wir nunmehr erbringen an Hand 
der Spaltstiicke, die beim Ozonabbau nach F. G. Fischer und 
Kk. Loewenberg*) in guter Ausbeute erhalten wurden: Brenz- 
traubensiure (Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt des 2,4- 
Dinitro-phenylhydrazons 220—220,5°), Livulinaldehyd (Schmelz- 
punkt und Mischschmelzpunkt des Bis-2, 4-dinitrophenyl-hydrazons 
239,5—240°) und Glyoxylsiure (stark positive Fearon- Probe). 

Die katalytische Hydrierung der Hildebrandtsiure lieferte eine 
dliige Tetrahydroverbindung (IX), deren Bis-p-bromphenacylester°) 

1) Diese Z. 220, 235 (1983). *) Arch. f. exper. Path. 45, 110 (1901). 

*) P. E. Verkade, Akad. Wetensch. Amsterdam, Proc. 35, 251 (1932); 
P. E. Verkade, M. Elzas, J. van der Lee, H.H.de Wolff, A.Verkade- 
Landberger u. D. van der Sande, Diese Z. 215, 225 (1933); P. E. Ver- 
kade u. J. van der Lee, Akad. Wetensch. Amsterdam, Proce. 36, 314 (1933). 

*) Ber. Chem. Ges. 66, 666 (1938). 

*) Dargestellt nach der Vorschrift von W. L. Judefind u. E. E. Reid, 
J. Amer. Chem. Soc. 42, 1043 (1920); modif. von H. Brockmann, Liebigs 
Ann. 521, 43 (1935). 





172 Richard Kuhn, Franz Koéhler und Leonore Kohler, 


schén krystallisiert und bei 110,5—111,5° schmilzt. Die Synthese 
der Tetrahydrosiaure gelang nach verschiedenen wenig befric- 
digenden Vorversuchen mit aliphatischem Ausgangsmaterial schlieb- 
lich auf folgendem Wege, der vom d,l-3-Methyl-cyclo-hexanon 
ausgeht: 


CH, 
H CH, H OH, - 
B. \ J0 oe os, 
HH SH H> SH H.C CH, 
HL | mae > | —" 
IPS NO NNO H.C COOH 
H H H CO-CH, , 
II Il IV CO-CH, 
V H,C—CH—CH,—CH,—CH,—CH—CH,—COOH 
| | 
OH CH, 
Y 


VI H,C—CH—CH,—CH,—CH,—CH—CH,—COOH 
| | 
Br CH, 
Vv 
VII H,C—CH—CH,—CH,—CH,—CH—CH,—COOCH, 
| | 


Br CH, 
Y 
VIII H,C—CH—CH,—CH,—CH,—CH—CH,—COOCH, 
| | 
CN CH, 
Y 
HOOC. 
IX Jy -CH,—_CH—CH,— COOH 
H,C | 


CH, 


Das cyclische Keton (II) wird nach G. Leser') mit Natrium 
und Essigester zum 3-Methyl-6-acetyl-cyclohexanon (III 
kondensiert, das sich als 1,3-Diketon leicht iiber eine prachtvoll 
krystallisierende Kupferverbindung reinigen und mit Lauge zur 
8-Methyl-¢-keto-caprylsiure (IV) aufspalten laBt. Die kata- 
lytische Hydrierung zur Oxysiiure(V) und der Ersatz der Hydroxyl- 
eruppe durch Brom mit trockenem Bromwasserstoff in Hisessig 
zur §-Methyl-¢-bromcaprylsaiure (VI) lieBen sich mit vor- 
ziiglichen Ausbeuten durchfiihren. Sehr unbefriedigend verliefen 
dagegen die Versuche zur direkten Umsetzung dieser Bromsiure 
bzw. ihrer Salze mit Kaliumcyanid. Erst als wir den Umweg 


1) Bull. Soc. chim. [3] 28, 370 (1900). 
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iiber den Methylester (VII) einschlugen, gelang der Austausch 
von Br gegen CN leicht. Die alkalische Verseifung des erhaltenen 
3-Methyl-¢-cyan-caprylsiure-methylesters (VIII) lieferte 
die gesuchte «,s-Dimethylkorksdure (LX). Der Bis-p-bromphenacyl- 
ester der synthetischen Dicarbonsiiure schmilzt wie derjenige der 
Tetrahydro-Hildebrandtsiiure bei 110,5—111,5°, die Mischprobe 
beider Priparate zeigt keine Depression. Damit sind die letzten 
Zweifel an der Richtigkeit von Formel I fiir die Hildebrandtsiure 
zerstreut. Es folgt, daB fiir die Oxydation von Terpenen vm Trer- 
kérper die an den unverzwergten gesdttigten Fetisiuren beobachtete 
w-Oxydation von besonderer Bedeutung ist. Die Ausbeuten an 
«-Dicarbonsiure, die wir bei Fiitterung von reinem Geraniol an 
Kaninchen erhalten haben, erreichen 25—30°/, d.Th. Sie sind 
sehr viel gréBer als die Ausbeuten an w-Dicarbonsiuren, die bei 
Verabreichung von normalen Fettsiuren in Form ihrer Ester 
baw. Glyceride an Hunde und Menschen erzielt worden sind: 


Mensch [P. E. Verkade’)] Hund [B. Flaschentriger ?)] 
C, 0,1—0,15°/, Di-siure C, 0,4—0,6°/, Di-siure 
C, 0,4—0,6%,  ., | Cy 0,1—0,129, _,, 

Cro 0,4—2,0°/, ” Cro 0,05 °/, ” 
C,, 1,0—5,8°/, ij | C,, nichts 
Cy, Spuren | Cio 


Die Ergiebigkeit der w-Oxydation beim Geraniol wird offenbar 
durch zwei giinstige Umstiande bedingt: 1. Das Geraniol besitzt 
10C-Atome und fallt damit in jene Gegend, in der w-Dicarbon- 
siuren auch aus normalen Fettsiuren optimal gebildet werden. 
2. Die #-Stellung zur Hydroxylgruppe ist methyliert und daher 
die konkurrierende 8-Oxydation, nach dem Prinzip von R. Kuhn 
und K, Livada, unterdriickt. 

Die synthetisch gewonnene «,é-Dimethylkorksiure (IX) kénnte, 
ebenso wie die durch Hydrierung der Hildebrandtsiure dargestellte, 
ein Gemisch von 2 Racematen sein. Die Schiirfe der Schmelz- 
punkte und des Mischschmelzpunktes spricht dafiir, daB auf beiden 
Wegen zufillig in der Hauptsache dasselbe Racemat entsteht. 

Die Hildebrandtsiiure kénnte als 1,5-Dimethyl-hexadien- 
1,5)-1,6-dicarbonsiure (I) in vier cis-trans-isomeren Formen 
auftreten. In zahlreichen Versuchen war aus dem Harn immer 
nur die bei 193—194° (korr.) schmelzende, in Wasser sehr schwer 
lésliche Sure zu isolieren. Aus den Mutterlaugen konnten wir 
1) Biochemic. J. 28, 31 (1934); Diese Z. 225, 230 (1933). 

4) B. Flaschentriger u. K. Bernhard, Diese Z. 238, 221 (1936). 
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zwar regelmaBig noch eine viel leichter lésliche Dicarbon- 
siure vom Schmelzp. 102,5—103,5° (korr.) gewinnen, diese stellt 
aber, wie spiter noch eingehend gezeigt werden wird, nicht ein 
Stereo-isomeres dar. Auf kiinstlichem Wege gelang es an der 
Hildebrandtsiure eine cis-trans-Umlagerung zu erzielen, durch 
ultraviolettes Licht bei Gegenwart einer Spur von Jod. Dabei 
erhielten wir eine in Wasser und in Ather viel leichter ldsliche 
1,5- Dimethyl-hexadien -(1,5)-1,6-dicarbonséure (I) vom 
Schmelzp. 124°. Die Umlagerung fiihrt also von einer hoch- 
_ schmelzenden (193°) zu einer niedrig-schmelzenden (124°) Form. 
Dies erscheint bemerkenswert, da nach R. Kuhn und A. Winter- 
stein?) bei den, der chemischen Konstitution nach recht ahnlichen, 
natiirlichen Polyen-dicarbonsiuren, niimlich bei den Crocetinen und 
Bixinen, bisher nur Umlagerungen der niedriger schmelzenden in 
die héher schmelzenden Formen bekannt sind. 

Die im Harn neben der Hildebrandtsiure auftretende Di- 
carbonséure vom Schmelzp. 103°, die sich auf Grund ihrer 
Léslichkeit in Ather von dieser leicht trennen lift, bat schon 
H. Hildebrandt in Hianden gehabt*). Er fand, daB sie nicht 4, 
sondern nur 2 Atome Brom aufnimmt, und vermutete daher in ihr 
das Derivat einer Cyclogeraniumsiure. Daf es sich um eine ein- 
fach-ungesittigte Dicarbonsiure mit der unveriinderten Zahl vou 
10 C-Atomen handelt, kénnen wir bestiitigen. Nach den Elementar- 
analysen liegt aber nicht ein Isomeres der Hildebrandtsiure C,,H, ,O, 
vor, sondern eine um 2 H-Atome reichere und demgemiib eben- 
falls aliphatische Verbindung. Uberraschend war der Befund, 
dab die Dicarbonsiiure C,,H,,0, vom Schmelzp. 103° optesch aktir 
ist ({@]?° = + 15°, Dinatriumsalz in Wasser), obwohl sie aus 
doppelt iiber die Chlorcalciumverbindung gereinigtem, vollig in- 
aktivem Geraniol entsteht. Nach den analytischen Ergebnissen 
konnte die optisch aktive Dicarbonsiiure 2 verschiedene Kon- 
stitutionsformeln besitzen (X und XI), die den beiden méglichen 
Dihydro-Hildebrandtsiuren entsprechen: 


HOOC : | 
x \c=CH—CH,—CH,—CH—CH,—COOH 
H,C% | 
CH, 
XI \¢H—CH,—CH,—CH,—C=CH—COOH 





di 
tl bu, 


!) Ber. Chem. Ges. 65, 646 (1932); 66, 209 (1933). 
2) Arch. f. exper. Path. 46, 261 (1901). 
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Beim Ozonabbau sollte X Brenztraubensiure, XI dagegen 
Glyoxylséure liefern. Der Versuch ergab 60°/, d. Th. Brenz- 
traubensiure (Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt des 2,4-Di- 
nitrophenylhydrazons 220—220,5°). Damit ist fiir die aus dem 
Harn isolierte optisch aktive Dicarbonsiure C,,H,,0, vom Schmelz- 
punkt 103° die Konstitution einer 1,5-Dimethyl-hexen(l1)- 
1,6-dicarbonsiure (X) nachgewiesen. Man erkennt, daB diese 
Siure aus dem Geraniol durch gleichzeitige w-Oxydation und 
asymmetrische Hydrierung im Tierkérper entsteht. Uber die 
ceometrische Anordnung der Substituenten an der Doppelbindung 
in X kénnen wir ebensowenig wie bei der Hildebrandtsiure eine 
Aussage machen. Die Anordnung am asymmetrischen C-Atom 
ist mit groBer Wahrscheinlichkeit die niimliche wie im natiirlichen 
d-Citronellal (XII) und in der d-Citronellsiure, die ebenfalls rechts- 
drehend sind. 


XII C=CH—CH,—CH,—CH—CH,—CHO [a]2° = +12° bis +13°. 


H,C” | 

CH, 
Es folgt daraus, daB die sterische Richtung der asym- 
metrischen Hydrierung bei diesen Verbindungen im ‘Tier- 
kirper und in der Pflanze?) dieselbe ist. 

Citral und Geraniumsiure, die wir ebenfalls an Kanin- 
chen verfiittert haben, fiihren zur Ausscheidung derselben beiden 
Dicarbonsiuren im Harn, wie Geraniol. Dieses Ergebnis ist 
nicht verwunderlich, wenn man sich vorstellt, daB aus dem Alkohol 
(Geraniol) auch im Tierkérper zuniichst der entsprechende Aldehyd 
(Citral) und dann die Carbonsiiure (Geraniumsiure) gebildet wird, 
ehe oder wihrend eine der endstindigen Methylgruppen demselben 
Schicksal verfillt. Anders verhilt sich der Grundkohlenwasser- 
stoff all dieser Verbindungen, das 2,6-Dimethyl-octadien-(2,6)= 
Dihydro-myrcen (XIII). 

H,C. | 
XII C=CH—CH,—CH,—C=CH—CH, 
H,C | 
CH, 

Verfiittert man Dihydro-myrcen, so scheiden die Kaninchen viel 
inaktive Dicarbonsiiure C,,H,,0, (1) aus. Hier findet somat evne 
doppelte w-Oxydation statt. Es konnte aber gar keine optisch 

1) Uber die Vorstufen terpenartiger Verbindungen im Pflanzenreich 
vgl. die Hypothese von R. Kuhn u. Chr. Grundmann, Ber. Chem. Ges. 
65, 1888 (1982). 
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aktive Dihydrosdure C,,H,,0, (X) gefaBt werden. Aus diesexj Zust 
Befunde ist zu schlieBen, daB die asymmetrische Hydrierung inj dies 
Falle des Geraniols, des Citrals und der Geraniumsiiure nicht ers} wird 
an der fertig gebildeten Hildebrandtsiure einsetzt, sondern aj Tec! 
friheren Zwischenprodukten des Stoffwechsels, vermutlich unfHun 
mittelbar an den verfiitterten Substanzen. nied 
Diese Schlu8folgerung gewinnt an Anschaulichkeit durch Verf{Um 
suche von F.G. Fischer’) iiber die phytochemische Hydrierungfziel 
von mehrfach ungesittigten, unverzweigten aliphatischen Alkoholesf ge): 
und Aldehyden durch giirende Hefe bzw. durch Hefeausziige. F.G§gro! 
Fischer hat gefunden, daB dabei nur diejenigen Doppel.§Vor 
bindungen hydriert werden, die sich in unmittelbarerflich 
Nachbarschaft zur Alkohol- oder Aldehydgruppe be. 
finden, im Gegensatz zum Ergebnis der Hydrierung mit Amal-f tis: 
gam u.a. Nimmt man an, daf die von uns aufgefundene zoo-f hab 
chemische Hydrierung denselben GesetzmiBigkeiten wie die phyto-§ cy 
chemische unterliegt, so ist das Ausbleiben der optisch aktivenf 0a 
Dicarbonsiure X im Harn nach Fiitterung von Dihydro-myrcenf $41 
(XIII) unmittelbar verstiindlich. Es wire eine lohnende Aufgabe,f 
die hier aufgezeigte Parallele zwischen den Hydrierungs. 
vorgingen im Tierkérper und in der Hefe an weiteren Bei-f 4 
spielen zu verfolgen. Man wird dabei erwarten diirfen, auch imf 
phytochemischen Versuch optisch-aktive Hydrierungsprodukte zu 
erhalten, sobald wie in unseren Versuchen seitenstindige Methy]l- § 
gruppen vorhanden sind, die durch die Absittigung einer an- 
grenzenden Doppelbindung Asymmetrie bedingen kénnen. Fir & gk 
die Biogenese verschiedener Pflanzenstoffe waren derartige § jo 
Versuche sehr aufschluBreich, kommen doch manche Verbindungen F yj, 
der Citronellreihe in der Natur sowohl in der rechtsdrehenden § ,; 
wie in der linksdrehenden Form vor. Bay 
Besonders leicht vollziehen die Kaninchen die asymmetrische § 
Hydrierung am Geraniol. Wihrend nach Fiitterung von Geranium- § {| 
siure das Verhiltnis inaktive Dicarbonsiure: aktive Dicarbonsiure F {i 
im Harn etwa 1:0,6 betraigt, finden wir nach Fiitterung von §& ¢; 
Geraniol den Quotienten 1:2. Die gleichzeitige Hydrierung § y, 
und w-Oxydation wird hier zur Hauptreaktion im Tier- § }, 
kérper: aus 55 g Geraniol haben wir 6,9 g inaktive Dicarbon- — y¢ 
siiure (1) und 12,3 g optisch aktive Dihydrosiéure (X) in reinem F }, 
oo tr 


1) F.G. Fischer u. O. Wiedemann, Liebigs Ann. 513, 260 (1934): 
520, 52 (1935); 522, 1 (1936). 





er, 





3 diese 
rung inf 


dern ar 
ich Ul: 





Uber Methyl-oxydationen im Tierkérper. 177 


Yustand isoliert. Die Einfachheit und Ergiebigkeit, mit der sich 
fiese SAuren aus dem Harn von Kaninchen gewinnen lassen, 


icht ersfwird nicht leicht von einer Synthese einzuholen sein. Was die 


Technik der Fiitterungsversuche betrifft, ist anzufiihren, dab 


Hunde, mit denen wir lange Zeit gearbeitet haben, erheblich 


niedrigere Ausbeuten geben (8—10°/, gegeniiber 25—30°/, d. Th.). 


rch Vere 


vielen, ist es giimstig, groBe Mengen von Geraniol auf einmal zu 
geben (10g je Tag und Tier). Verteilt man die Mengen auf 


lrierung 
koholen 
re. E.G. 
oppel. 
lbarer 
ye be. 
Amal. 
ie ZOO0- 
phyto- 
aktiven 
myrcen 
ufgabe, 
ungs- 
n Bei- 
ich inf 
kte zu 
lethyl- 
or an- 

Fir 
‘artige 
ungen 
enden 


Um hohe Ausbeuten an den Dicarbonsiuren im Harn zu er- 


eréBere Zeitriume, so tritt die vollstiindige Verbrennung in den 


Vordergrund und die Ausbeuten an Dicarbonsiiuren sinken ziem- 


lich rasch. 
Das Ergebnis, zu dem unsere Versuche mit den alipha- 
tischen Terpenen, Terpen-alkoholen und -aldehyden gefiihrt 


haben, steht in Ubereinstimmung mit Befunden, die fir ein 
icyclisches Terpen bereits vorliegen. 
‘Campher (A) an Hunde kann man aus dem Harn die 1-Carbon- 
‘siure (B) isolieren!). Zerlegt man das bicyclische Kohlenstoff- 


Nach Verfiitterung von 


CH CH 
jenn iat i ee ee i i 
H,C CH, H,C | CH, 
A | H,C-C-CH, B | HOOC-C-CH, 
HC | __ Sxo H,C _ | he 
ee er = eer _ 
C § 
CH, CH, 


skelett des Camphers, wie es bei Betrachtungen in der Chemie 
der Terpene iblich ist, in das eines aliphatischen Terpens, so 
wird man sofort erkennen, daB die Bildung der a-Carbon- 


‘siure aus Campher und diejenige der Hildebrandtsiure 


}aus Geraniol villig gleichartige Reaktionen darstellen, 


rische 
nium- 
siure 
y vou 
rung 
Tier- 
rbon- 
inem 


1934): 





‘die sich an ,,derselben‘‘ Methylgruppe abspielen. 
folgt, daB die Oxydation von Methyl zu Carboxyl ein dem Tier- 
kérper vertrauter Vorgang ist, der sich keineswegs auf ,,end- 
stindige Methylgruppen“ beschrinkt. 


bunden sein und in diesem Sinne ist sie immer endstiindig. 


Daraus 


Die Methylgruppe kann 


naturgemiB nur einseitig mit weiteren Kohlenstoffatomen ver- 
Ks 


verliert aber jeden Sinn, eine 2-Methylgruppe des Camphers noch 


| besonders als ,,endstaindig“ bezeichnen zu wollen. Dieselbe Be- 


trachtung gilt auch fiir die herzwirksamen Stoffe der Digitalis- 


) Y. Asahina u. M. Ishidate, Ber. Chem. Ges. 68, 947 (1935). 
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und Strophantusgruppe, die man sich aus sterinartigen Verbin.f 


dungen durch Oxydation der dem Cyclopentan-perhydrophen. 


anthren benachbarten — also nicht endstindigen — Methyl} 


gruppe der Seitenkette entstanden denken kann?) 

Der von H. Thierfelder und F. Klenk?) an den Alkyl. 
benzolen aufgefundene ,,Abbau an der endstindigen Methylgruppe* 
und die dem Wesen nach gleichartigen Erscheinungen an Fett. 
siuren, die P.E. Verkade mit dem einprigsamen Namen ,,w-Oxy- 
dation“ belegt hat, erweisen sich heute als Sonderfille einer 
viel allgmeineren Oxydation von Methylgruppen, fir die 
durch die Uberschrift der vorliegenden Abhandlung die Bezeich- 
nung Methyl-oxydation vorgeschlagen wird. Der Asnlinertl a@-Oxy- 
dation wird dadurch nicht beriihrt. Die Bildung der Hildebrandt- 
siure aus Geraniol ist am kiirzesten als w-Oxydation, genauer als 
¢-Methyl-oxydation, zu bezeichnen; ?-Methyl-oxydation wiirde sich 
auf die S-stiindige Methylgruppe beziehen, die unangegriffen bleibt. 


Im Hinblick auf die physiologisch so bedeutungsvollen cyclischen J 


Terpene, Sterine und verwandte Substanzen, bei denen in den 
herangezogenen Beispielen von w-Oxydation nicht die Rede sein 


kann, erscheint es notwendig, das Gemeinsame der Vorgiinge auch f 


durch eine gemeinsam brauchbare Bezeichnung hervorzuheben, 
in der Hoffnung, daB die an den Fettsiuren, Terpenen u. a. ge- 
sammelten Erfahrungen einmal auch fiir die physislopische Klar- 
legung der Ubergiinge zwischen Sterinen, Gallensiuren, 
Herzgiften, Sexualhormonen u.a. Bedeutung erlangen werden, 
die wir heute auf Grund der nahen Verwandtschaft ihrer Formel- 
bilder vermuten. 

Die Erkenntnis*), daB entgegen der Vorstellung von der 


Hntalkylierung“*) §-stindige Methylgruppen den Ablaut 


der 6-Oxydation im Organismus unterdricken, stiitzt sich 
bisher nur auf Versuche an fett-aromatischen Verbindungen nach 
dem Vorbild von F. Knoop. Die Erfahrungen an den einfachsten 
Terpenen machten es wahrscheinlich, daB bei den normalen Fett- 
siiuren bereits eine einzige (-stiindige Methylgruppe geniigen werde, 





') Die endstindigen Methylgruppen der, Seitenkette werden daneben 
auch noch oxydativ angegriffen. 

*) Diese Z. 141, 13 (1924). Zur Nomenklatur vgl. besonders B. Flaschen- 
triger u. K. Bernhard, Ree. trav. chim. 5d, 278 (1936). 

*) R. Kuhn u. K. Livada, Diese Z. 220, 235 (1933). 

‘) J. Baer u. L. Blum, Arch. f. exper. Path. 55, 89 (1906); 56, 92 
(1906); 59, 321 (1908); K. Fromherz, Hb. norm. pathol. Physiol. 5, 1001 ft. 
Berlin 1928. 
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Uber Methyl-oxydationen im Tierkérper. 


um das Verhaltnis ?-Oxydation: w-Oxydation zugunsten der 
letzteren zu verschieben. Dies trifft, wie wir gefunden haben, in 
der Tat zu. 

Durch Kondensation von Methyl-n-hexylketon (XIV) mit Brom- 
essigsiure-methylester und Zink nach 8. Reformatsky') stellten 
wir den #-Oxy-f-methyl-nonylsiure-methylester (XV) dar, aus dem 
durch Erhitzen mit Essigsiure-anhydrid und etwas Chlorzink?) 
Wasser abgespalten wurde. Der erhaltene #-Methyl-@-n-hexyl- 
acrylsiure-methylester (XVI) wurde den Kaninchen mit der 
Schlundsonde gegeben. 


XIV H,C—CH,—CH,—CH,—CH,—CH,—CO—CH, 


+ BrCH,—COOCH, —“"—> 
OH 
| ' 
XV H,C—CH,—CH,—CH,—CH,—CH,—C—CH,—COOCH, "> 
| 
CH, 
; Kanin- 
XVI H,C—CH,—CH,—CH,—CH,—CH,—C=CH—COOCH, —>— 
; | 
CH, 
XVII HOOC—CH,—CH,—CH,—CH,—CH,—C=CH—COOH 
| 
CH, 
O COOH 
H,@ CH,—CO—CH 
in _—_ . »—CO—CH, 
XVIII cO.cH, —> xk | | —* 
| H,C CH, 
Py ig 
oN CH, 


XX H,C,00C-CH,-CH,-CH,:CH,:CH,-CO-CH, 


| OH 
Y 
XXI_H,C,00C-CH,- CH, -CH,+CH,+CH,-C-CH,-COOC,H, 
| CH, 
Y 
XXII H,C,00C-CH,-CH, - CH, -CH,-CH,-C : CH. COOC,H, 
| CH, 
Y 
XVI 


Die Aufarbeitung des Harns ergab in einer Ausbeute von 
22°/, (roh) baw. 6°/, (rein) eine Glige, einfach-ungesattigte 
') Zur Ausfiihrung der Reformatsky-synthesen vgl. R. Kuhn u. M. 


Hoffer, Ber. chem. Ges. 65, 655 (1982). 
*) H. Masson C. r. Acad. Sci. 132, 483 (1901). 
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Dicarbonsadure C,,H,,0,, deren Bis-p-bromphenacylester § ; 


10 
wiederum schén krystallisierte Die der Erwartung entsprechende 


2-Methyl-hepten(1,2)-1,7-dicarbonsaiure (XVII) wurde zum 
Vergleich aus 2- bikiglcyolohocanend XVIII) itber die bereits 
von G. Leser’) beschriebene ¢-Oxo-n-caprylsiiure (XIX) dargestellt, 
indem wir deren Athylester (XX) der Kondensation mit Brom. 
essigsiure-athylester und Zink unterwarfen und aus dem er. 
haltenen #-Methyl-f-oxy-azelainsiure-diaithylester (XX] 
mit Essigsiure-anhydrid und Chlorzink Wasser abspalteten. Der 
Diathylester der 6-Methyl-4, ,-azelainsaiure (XXII) lieferte 
bei der alkalischen Verseifung eine élige Dicarbonsiure (XVII), 
deren Bis-p-bromphenacylester sich nach Schmelzpunkt und 


Mischprobe mit demjenigen der aus Harn isolierten Verbindung 
als identisch erwies. Daraus folgt, da& der @-Methyl-f-n-f 


hexyl-acrylsiure-methylester (XVI) von den Kaninchen 
in w-Stellung oxydiert worden ist. 


Vom Methyl-n-nonylketon ausgehend haben wir weiterhin § 


entsprechend der Reaktionsfolge XIV —-> XVI den #-Methyl- 
8-n-nonyl-acrylsiure-methylester (XXIII)  synthetisiert. 
Aus dem Harn der damit gefiitterten Kaninchen isolierten wir in 
geringer Menge eine dlige Dicarbonsiiure, der nach Analyse des 
krystallisierten Bis-p- 2 mipmap die Formel C,H,,O, zu- 
kommt. Die ausgeschiedene Siiure enthalt 6 C- Atome weniger 
als die verabreichte /-Methyl-@-nonyl-acrylsiure C,,H,,O, und es 
wurde sehr wahrscheinlich, daf in ilr eine 2-Methyl- buten(1,2)- 
1,4-dicarbonsaure (XXIV) vorliegt, die sich durch w-Oxydation 
und 3fache B-Oxydation gebildet hat. 


H,C—CH,- -CH,— CH,- -CH,— CH,~-—CH,—-CH, —CH, 1 aetna COOCH, 


XXII 3 8 3 be, 
XXIV HOOC—CH,—CH,—C=CH—COOH 
Ou, 


Die im Versuchsteil beschriebene Synthese der Methy|- 
buten-dicarbonsiure XXIV, welche von der Liivulinsiure 
ausgeht, hat die Richtigkeit unserer Annahme mit aller Schirfe 
bewvesen. 

Dieser Befund entspricht demjenigen von B. Flaschen- 
triger, K. Bernhard, C. Léwenberg und M. Schlipfer®?, die 


" C. r. Acad. Sci. 141, 1032 (1905). 
*) Diese Z. 225, 157 (1934). 
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'in Versuchen mit Hunden aus e@-Methyl-benzolsulfamino-laurin- 


siure (XXV) 
erhalten haben: 


H,C—CH,-'-CH, —CH,-.-CH,— CH,- -CH,—CH,—CH,—CH,—CH 
XXV B 8 8 (CH,-N+SO,-C,H,)—COOH 
XXVI HOOC—CH,—CH,—CH,—CH(CH,-N-SO,-C,H,)—COOH 


Um zu priifen, ob die #-Methyl-f-nonylacrylsiure (XXIII) 
teilweise auch nach m-QOxydation und zwezmaliger #-Oxydation 


a - Methyl - benzolsulfamino - adipinsiiure (XXVI) 


-ausgeschieden wird, haben wir die 2-Methyl-hexen-(1,2)-1,6- 


dicarbonséiure ©,H,,O, (XXVII) synthetisch fir Vergleichs- 


9°" 14~ 4 
zwecke dargestellt. 
XXVII_ HOOC—CH,—CH,—CH,—CH,—C—CH—COOH 


CH, 
Das als Ausgangsmaterial gewiihlte Cyclo-pentanon konnten wir mit 
Essigester und Natrium in einer Ausbeute von 12°/, d. Th. zu dem auf 


/ anderem Wege bereits bekannten’) 2-Acetyl-cyclo-pentanon konden- 


sieren. Dieses lieB sich aber unter den am 2-Acetyl-cyclohexanon bewihrten 


Bedingungen durch Natronlauge nicht zur gesuchten 0-Acetyl-n-valerian- 
| siure (XXVIII) aufspalten. 


XXVUI HOOC—CH,—CH,—CH,—CH,—CO—CH, 
Wir versuchten unser Ziel tiber den Cyclo-pentanon-2-carbonsiiure- 


_ithylester zu erreichen, den wir auch in iiblicher Weise in den noch 
unbekannten 


Cyclopentanon-2-acetyl-2-carbonsiure-aithylester 
verwandeln konnten. Die nach A. H. Cook und R.P. Linstead?) ausgefiihrte 
Verseifung lieferte aber wiederum nicht das angestrebte Produkt. Die 
)-Acetyl-n-valeriansiiure (XXVIII) stellten wir dann nach E.E.Blaise und 
A. Koehler’) her, wobei fiir die Gewinnung des Adipinsiure-mono-ithyl- 
esters, der als Ausgangsmaterial dient, im Versuchsteil eine verbesserte 
Vorsehrift gegeben wird. Die Anwendung der Reformatsky-reaktion auf 
den Athylester von XXVIII fiihrte ohne Schwierigkeit zu einer 2-Methy]- 


| hexen(1,2)-1,6-dicarbonsiure (XXVII) vom Schmelzp. 100—101° (k. Th.), 
deren Bis-p-bromphenacylester bei 102—103° (k. Th.) schmilzt. Diese Sub- 


stanz war aus dem Harn der mit §-Methyl-§-nonyl-acrylsiure-methylester 
gefiitterten Kaninchen nicht herauszuarbeiten. 


Hatten schon die bisherigen Versuche gezeigt, daB eine 


| 6-stiindige Methylgruppe bei den héheren Séuren die vollstindige 


Verbrennung im Tierkérper wohl erschwert aber nicht restlos 


| unterdriickt, so war bei weiterer Verlingerung der Kohlenstoff- 


kette nur noch auf sehr geringe Ausbeuten an w-Dicarbonsiuren 


1) E. E. Blaise u. A. Koehler, C. r. Acad. Sci. 148, 1402 (1909); Bull. 
Soc.chim. [4] 7, 716 (1910). 
*) J. chem. Soc. 1934, 935. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLII. 13 
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ee 


im Harn zu hoffen. Die héchste #-Methyl-fettsiure, die gepriift f 


wurde, ist die d,l-8-Methyl-stearinsiure (XXIX). 
XXIX H,C—(CH,),,—CH—CH,—COOH 
| 


CH, 


Wir gewannen sie ausgehend von der Palmitinsiiure iiber f 
das Methyl-palmitylketon, das durch katalytische Hydrierung in f 
das 2-Oxyheptadecan (XXX) verwandelt wurde. Das 2-Brom- Ff 
heptadecan (XXI) unterwarfen wir der Malonester-synthese. Die Ff 


Decarboxylierung der erhaltenen Malonsiiure (XXII) lieferte die 
bei 48,5—49° schmelzende (-Methylstearinsiiure (X XIX) in guter 


XXX  H,C—(CH,),,—CHOH—CH, 

XXXI  H,C—(CH,),,—CHBr—CH, 

XXXfI H,C—(CH,),,—CH-CH,—CH=(COOH), 
Ausbeute. Wir verfiitterten den Methylester der f-Methylstearin- 
siure (Siedep.,, = 148—149°) an ein Kaninchen (25 g, auf 
2 Tage verteilt) und haben aus dem Harn nur Spuren eines 
gelblichen Oles gewonnen, in dem Dicarbonsiuren hiitten ent- 
halten sein kénnen. 

Der Mechanismus der Methyloxydation ist in seinen Einzel- 

heiten nicht klargelegt. Kine Anzahl von anderweitig gesicherten 


Erkenntnissen legt folgende Vorstellungen nahe: 


Die Oxydation von Methyl zu Carboxyl kann vom Tier- 


kérper nicht in einem Akte ausgefiihrt, sondern nur in Stufen 


vollzogen werden. Diese Stufen sind mit gréS8ter Wahrschein- f 


lichkeit: —CH, —» —CH,OH—» —CHO—» —COOH. _ Die 
Stufe des Alkohols ist bei den aliphatischen Terpenen noch nicht 
abgefangen worden, wohl aber bei cyclischen (Campher), wo durch 
Paarung an Glykuronsiiure dieses erste Zwischenprodukt bereits 
bevorzugt zur Ausscheidung gelangt [a-Oxy-campher?)] und die 
entsprechende a-Carbonsiure erst spiter gleichfalls isoliert werden 


konnte?). Die Aldehyde, welche noch in keinem Falle gefabt wurden, F 


werden offenbar rascher weiter oxydiert, als sie gebildet werden. 

Die Reaktionsfolgen —CH,OH —» —CHO und —CHO—» 
—COOH diirften der Dehydrierungstheorie von H. Wieland ent- 
sprechen und unabhingig von schwermetallhaltigen Enzymen 





1) O. Schmiedeberg u. H. H. Meyer, Diese Z. 3, 422; Y. Asahina 
u. M. Ishidate, Ber. chem. Ges. 61, 533 (1928); 64, 188 (1931); 66, 1673 
(1933); 67, 71 (1934), J. Pharmac. Japan 48, 77 (1928); F. Reinartz 


u. W. Zanke, B. 67, 548 (1934). 
*) Y. Asahina u. M. Ishidate, Ber. chem. Ges. 68, 947 (1935). 
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verlaufen. Sie diirften, wie von O.Warburg?) am System Hexose- 
phosphors’ure —-> Phosphohexonsiure und von H.v. Euler?) am 
System Athylalkohol > Acetaldehyd nachgewiesen wurde, durch 
spezifische Dehydrasen eingeleitet werden, deren mit Wasserstoff 
beladene Co-Fermente (Nicotinsiure-amid-gruppen) mit dem gelben 
Ferment von O. Warburg und W. Christian unter Bildung von 
Leuko-ferment reagieren. Die Leukoform des gelben Ferments 
setzt sich in jedem Falle zuletzt mit molekularem Sauerstoff um 
unter Bildung des von H. Wieland geforderten Hydroperoxyds 
und Riickbildung des gelben Ferments. 

Den ersten Akt der Methyl-oxydation —CH,—» —CH,OH 
gleichfalls der Dehydrierungstheorie von H. Wieland einordnen 
zu wollen, erscheint uns demgegeniiber stark anfechtbar. Wir 
halten es fiir naheliegend in dieser Stufe an die Kinfiihrung von 
Sauerstoff, der durch himinartige Enzyme aktiviert ist, im Sinne 
von O. Warburg zu denken. 

Nach den hier angedeuteten Vorstellungen sollte die Methyl- 
oxydation, wenigstens in ihren zu Ende fiihrenden Teilvorgingen, 
abhingig sein von der Versorgung des Tierkérpers mit Lacto- 
flavin (Vitamin B,), welches die exogene Vorstufe des gelben 
Ferments ist. 


Beschreibung der Versuche. 


I. Priparate. 

1. 2,6-Dimethyl-octadien-(2,6). Aus Myrcen von Schimmel & Co. 
durch Reduktion mit Natrium und Alkohol*}. Ausbeute 65°/, d. Th., Siede- 
punkt,, = 50—52°, n2° = 1,4485. 

2. Geraniol (rein, Schimmel & Co., [a]2?? = + 1,489 wurde 2 mal iiber 
die Caleiumchlorid-verbindung‘) gereinigt. Siedep.,, = 115°, nj‘ = 1,4748, 
‘aj2* = + 0,03°. Ausbeute 65°). 

3. Geraniumsaure. Aus Citral iiber das Oxim und Nitril nach 
O. Wallach’). Siedep.,, = 146°, n}® = 1,4801. Ausbeuten: Oxim 88°), 
Nitril 90°/,, Siure 30°/, d. Th. 

4. 8-Methyl-f-n-hexyl-acrylsaure-methylester. 105 ¢ Methyl- 
n-hexyl-keton wurden mit 800 cem trockenem Benzol, 53,5 g Zinkspiinen 
und 125,5 g Bromessigsdiure-methylester versetzt. Beim Erhitzen auf 
dem Dampfbade setzte nach einer Induktionsperiode die Reaktion so lebhaft 
ein, daB durch Eintauchen in kaltes Wasser gekiihlt werden mubte. Nach- 
dem das freiwillige Sieden aufgehért hatte, erhitzten wir noch */, Stunden 





1) O. Warburg, W. Christian u. A. Griese, Biochem. Z. 279, 
143 (1935). 2) H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 226, 195 (1934). 

’) F. Semmler, Ber. chem. Ges. $4, 3126 (1901). 

4) J. Bertram u. E. Gildemeister, J. prakt. Chem. [2] 53, 233 (1896); 
06, 507 (1897). 5) Liebigs Ann. 324, 101 (1902). 
18* 
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unter Riickflu8 auf dem Dampfbade. Dann wurde gekiihlt, mit Eis und 
1 Mol Schwefelsiure zersetzt, die Benzolschicht griindlich mit Wasser 
gewaschen, getrocknet und fraktioniert destilliert. 

Der #-Methyl-f-oxy-hexyl-nonylsiure-methylester ging zu- 
nichst unter 20 mm bei 120—124° iiber. Fiir den reinen Ester fanden wir 
Siedep.,, = 128,5° und n}® = 1,4382. Er stellt ein farbloses, maBig be- 
wegliches Ol dar, das nur Spuren Brom aufnimmt und sich beim Stehen 
an der Luft allmihlich gelb firbt. Ausbeute 54 g (32,5°/, d. Th.). 

Zur Wasserabspaltung wurden 54 g §-Methyl-f-oxy-hexyl-saure- 
methylester mit 1,5 g wasserfreiem Chlorzink und 30g Essigsiure- 
anhydrid 3 Stunden im Olbad (155—160°) erhitzt, wobei sich das Reak- 
tionsgemisch stark briiunte. Durch fraktionierte Destillation erhielten wir 
37,5 g (89°/, d. Th.) des gesuchten ungesiittigten Esters XVI, der bei Wieder- 
holung der Destillation bei 100—102° (18 mm) iiberging. nj* = 1,4432. 
Farblose, leicht bewegliche Fliissigkeit von angenehmem Geruch. 


2,05, 2,270 mg Subst.: 5,38, 5,95 mg CO,, 2,08, 2,30 mg H,0. 


C,,H.,0. (184,15) Ber. C 71,67 H 10,95 
Gef. ,, 71,47, 71,49 ,, 11,84, 11,84. 


5. 6-Methyl-é-n-nonyl-acrylsaure-methylester. Das zur Verfiigung 
stehende Methyl-n-nonylketon (Dr. Fraenkel und Dr. Landau) wurde 
durch Fraktionierung unter 200 mm in 3 Anteile zerlegt, die getrennt der 
Reformatsky-Reaktion unterworfen wurden. 

a) 56 g Keton vom Siedep. 167°, 22 g Zinkspiine und 51 g Bromessig- 
siiure-methylester gaben nach der oben angegebenen Arbeitsweise 39,2 g 
Oxy-ester, Siedep.s = 108—115°, n?°’® = 1,4487. b) 61 g Keton vom Siede- 
punkt 169°, 23,4 g Zn, 55 g Bromester : 33,6 g Oxy-ester, Siedep., = 116,5 
bis 119°, n}® = 1,4465. c) 77,7 g Keton vom Siedep. 171°, 30 g Zn, 70g 
Lromester : 44,3 g Oxy-ester, Siedep., = 119—123°, n2° = 1,4438. 

Zur Wasserabspaltung wurde a mit 25g, b mit 21,5 g und c mit 
27,5 g Essigsiure-anhydrid und je 1 g wasserfreiem Chlorzink 
4 Stunden auf 160° (Olbad) erhitzt. Die anschlieBende Fraktionierung ergab: 

a,: 2,2 g, Siedep.,, = 95°, n}® = 1,4381. — a,: 6,6 g, Siedep.,, = 100 
bis 104°, n}® = 1,48380. — a,: 11,9 g, Siedep.,, = 105—110°, n}® = 1,4860. 
— a,: 13,7 g, Siedep.,, = 110—115°% n}® = 1,4452. 

b,: 8,1 g, Siedep.,, = 100—110°, n}* = 1,4478. — b,:6,4¢', Siede- 
punkt,, = 110—114°, nj* = 1,4482. — b,: 18,5 g, Siedep.,, = 114—122° 
ni? = 1,4488. 

c,: 1,5 g, Siedep.,, = bis 120°, nj* = 1,4463. — ce,: 32,5 g, Siede- 
punkt,, = 124—130°, n}® = 1,4472. 


Der gesuchte #-Methyl-#-n-nonyl-acrylsiure- methylester 
XXIII fand sich in den Fraktionen mit n}* = 1,447. DemgemiB wurden 
b,—b, und ¢, vereinigt und weiter fraktioniert, wobei schlieBlich 50 g Ester 
vom Siedep., = 108—109° und n}* = 1,4489 erhalten wurden. Farblose 
Fliissigkeit von schwachem, angenehmem Geruch. 


3,184 mg Subst.: 8,65 mg CO,, 3,35 mg H,0. 
C,,H,,0, (226,2) Ber. C 74,29 H 11,58 Gef. C 74,09 H 11,78. 
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6. (/-Methyl-Stearinsiure. 
a) Methyl-n-pentadecyl-keton (6-Oxo-heptadecan). Eine heiBe alko- 


holische Lésung von 250g Palmitinsiéiure (Merck) wurde zunichst mit 
etwas mehr als der berechneten Menge Ammoniak und dann mit der 


heiBen wiBrigen Liésung von 122 g Bariumchlorid versetzt. Der kisige 
Niederschlag wurde noch 1 Stunde am Dampfbad erhitzt, hierauf filtriert, 
mit Wasser und Methanol gewaschen und auf einer Glasplatte bei 40—45° 
getrocknet. Ausbeute quantitativ. 

324 g Barium-palmitat werden mit 500g wasserfreiem Barium- 
acetat in einer Kugelmiihle staubfein gemahlen. Die trockene Destillation 
des Salzgemisches im Vakuum nach Krafft’) fiihren wir unter etwa 20 mm 
in einem 150 cem fassenden Schwertkolben durch, mit einer besonderen 
Vorrichtung zum Auffangen der noch weiter sublimierenden Anteile. Das 
Erhitzen nehmen wir im Metallbad vor und steigern die Temperatur all- 
mihlich bis 300°, da sonst das gebildete Aceton ein heftiges Schiumen 
verursacht. Um eine mdglichst vollstindige Umsetzung zu erzielen, sollen 
nicht mehr als 30g fiir jede Destillation angesetzt werden. Ausbeute 
7—8 g (78—87°/, d. Th.). Nach der Destillation (1836—142°/2 mm) und 
Umkrystallisation aus Methanol erhilt man das Keton in groBen, farblosen, 
glinzenden Plittchen. Schmelzp. 46,2—46,7°. 

b) 2-Oxy-heptadecan (Methyl-n-hexadecyl-alkohol, XXX). 35 ¢ 
reines Methyl-n-pentadecyl-keton wurden in einem Gemisch von 
100 eem_ Eisessig und 150 cem Chloroform geldést, mit 500 mg Platin- 
oxyd versetzt und bei einem Druck von 2 atii hydriert. Nach 8 Stunden 
trat bei 1940 cem H,-Aufnahme Stillstand ein. Berechnet waren 1850 cem 
(18°, korr. fiir Wasser-, Eisessig- und Chloroform-tension). Das Lésungs- 
mittel wurde nach dem Abfiltrieren vom Katalysator im Vakuum verdampft 
und der Riickstand ohne weitere Reinigung zur Darstellung des Bromids 
herangezogen. Ein Teil des Methyl-n-hexadecyl-alkohols wurde durch 
Destillation gereinigt: Siedep.,, = 140°; Schmelzp. 34—35°; n§? = 1,4407. 
Der — nach der Destillation bestimmte Schmelzpunkt lag regelmiBig 
bei 31,5° und stieg erst im Laufe von 1—2 Tagen auf 34—35°. Diese Er- 
scheinung 148t an Polymorphie denken, die bei verschiedenen Abkémmlingen 
entsprechender n-Fettsiiuren bekannt ist”). 


c) 2-Brom-heptadecan (-Brom-heptadecan, XXXI). 35 g Methyl- 
n- sone -alkohol werden bei 150° (Olbad) mit trockenem Brom- 
wasserstoff solange behandelt, bis keine durch Wasserdampf bedingten 
Nebel mehr auftraten; hierauf wurde bei Zimmertemperatur nochmals mit 
Bromwasserstoffgas gesiittigt und im geschlossenen Rohr 1 Stunde auf 180 
bis 190° erhitzt. Das erhaltene Bromid (38 g = 86,5°/, d. Th.) war ein 
farbloses Ol vom Siedep.oo5, = 117—122°. n3° = 1,4632. 


7,396, 5,612 mg Subst.: 4,31, 3,28 mg AgBr. 

C,,H,;Br (319,18) Ber. Br 25,03 Gef. Br 24,80, 24,87. 

d) Heptadecyl-2-malonsaure-diathylester («-Methyl-n-hexadecyl- 
tt- eeeanesnnmuad diathylester). Eine erfolgreiche Malonester-Kondensation 


1) Ber. chem. Ges. 12, 1669 (1879). 
*) Vgi. J. D. Meyer u. E. E. Reid, J. amer. chem. Soc. 55, 1583 (1933). 
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mit Cetyljodid hat M. Guthzeit') beschrieben, dessen Methode in etwas 
abgeiinderter Form hier angewandt wurde. 
a) Kondensation mit 2-Brom-heptadecan: in die gekiihlte Lésung 
von 1 g Natrium in 50 cem Alkohol (iiber Calcium destilliert) trugen wir 
7g Malonsiure-diaithylester ein und fiigten in kleinen Anteilen 14 ¢ 
2-Brom-heptadecan zu. Das Gemisch wurde 6 Stunden im Olbad auf 120° 
erhitzt, ohne daB neutrale Reaktion eintrat. Die Isolierung des Konden- 
sationsproduktes erfolgte wie gewoéhnlich. Nach der Destillation erhielten 
wir 8,7 g (50%, d. Th.) des gesuchten Esters. Farblose und geruchlose 
Flissigkeit. Siedep..., = 180—182°, n}® = 1,4492. 
b) Kondensation mit 2-Jod-heptadecan: 38 g Bromid wurden in 
450 ccm trockenem Aceton gelést und 1 Stunde am Dampfbad (Riickflub- 
kiihler) mit 837 g Natriumjodid (2 Mol) erhitzt. Nach dem Abdampfen 
des Acetons wurde der verbleibende Riickstand mit Wasser versetzt und 
das gebildete Jodid mit Wasser aufgenommen. Nach dem Waschen mit 
Natriumthiosulfat wurde der Ather getrocknet und verdampft. Siede- 
punkt,,,, = 165—180°, n}* = 1,4542. 38 g rohes Jodid lieferten bei der 
Kondensation mit Malonester unter den beim Bromid beschriebenen Be- 
dingungen 43 g (90°/, d. Th.) Heptadecy1l-2-malonsidure-diithylester. 


e) Heptadecyl-2-malonsaure (XXXII). 8,7¢g Heptadecy]-2-malon- 
siiure-diithylester wurden mit 40 ccm 10°/,iger wiBriger Kalilauge 
und 90 ccm Alkohol 1 Stunde am Dampfbad erhitzt, der Alkohol abdestilliert 
und der dicke, seifige Riickstand durch Fiillen mit der diquivalenten Menge 
Bariumcehlorid-Lésung (5,3 g) in das Bariumsalz tbergefihrt. Das Salz 
wurde einige Male mit Alkohol und zum Schlu8 mit Ather digeriert, hierauf 
durch Erwiérmen mit Salzsiiure auf 90° wiihrend '/, Stunde zerlegt. Nach 
dem Abkiihlen wurde mit Ather aufgenommen und gewaschen, getrocknet 
und vom Lésungsmittel befreit. Es blieben 6 g (77°/, d. Th.) eines harten, 
weiben, krystallinischen Wachses zuriick. Schmelzp. 86,5—87°. Die Sub- 
stanz ist in Alkohol und Ather leicht, in kaltem Wasser kaum léslich. Aus 
verdiinntem Alkohol erhilt man zu Biischeln vereinigte Nadeln. 


3,753 mg Subst.: 9,67 mg CO,, 3,78 mg H,0. 
C,,H5s0, (342,29) Ber. C 70,12 H 11,18 Gef. C 70,27 H 11,27. 


f) 8-Methyl-stearinsdure (XXIX). Die Decarboxylierung der 
Heptadecyl-2-malonsiiure verlief innerhalb weniger Minuten beim Erhitzen 
auf 180—200°; zur Sicherheit wurde noch '/, Stunde weiter erhitzt und 
dann destilliert. Die freie Siure siedet bei 184—187°/0,06 mm und ist durch 
Destillation nicht ganz rein zu bekommen. Da kein organisches Lésungs- 
mittel zufriedenstellende Krystallisation erlaubte, wurde die Reinigung 
iiber das Bariumsalz (vgl. Barium-palmitat) und iiber den Methyl-ester 
vorgenommen. Wenn die Siure so vorgereinigt ist, liBt sie sich bequem 
aus Methanol umkrystallisieren. Schmelzp. 48,5—49°. Schneeweibe Blittchen, 
die aus kleineren, filzig verwachsenen Krystillchen bestehen. 


4,375 mg Subst.: 12,27 mg CO,, 4,90 mg H,0. 
C,,H,.0, (298,29) Ber. C 76,12 H 12,78 Gef. C 76,49 H 12,54. 
Die Léslichkeitseigenschaften entsprechen denjenigen der Stearinsiure. 





1) Liebigs Ann. 206, 357 (1881). 
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g) 6-Methyl-stearinsaure-methylester. 25 g Siure wurden nach 
F. Aradt und J. Amende’) mit Diazomethan in den Methylester iiber- 
gefiihrt. Ausbeute quantitativ. Farblose, etwas schwer hewegliche Flissig- 
keit, ohne charakteristischen Geruch. Siedep.,,, = 148—-149°, nj}? = 1,4458. 


3,091, 3,240 mg Subst.: 8,71, 9,12 mg CO,, 3,57, 3,73 mg H,0O. 


C,,H,,0, (812,31) Ber. C 76,61 H 13,18 
Gef. ,, 76,85, 76,77  ,, 12,92, 12,88. 


Die Substanz ist in Alkohol und Ather leicht ldslich. 


Il. Fiitterungsversuche und Isolierung der Dicarbonsiiuren aus dem Harn. 


2,6-Dimethyl-octadien-(2,6), Geraniol und Citral wurden unverdiinnt 
den Kaninchen mit der Schlundsonde gegeben, 2x5 g je Tag und Tier. 
Die Geraniumsiure wurde in der berechneten Menge 2n-Natronlauge ge- 
lést und die Lésung mit verdiinnter Salzsiiure genau neutral gegen Lackmus 
gemacht. Die entstandene Emulsion erbielten die Kaninchen durch die 
Schlundsonde (2 x5 g je Tag und Tier). Methyl-hexyl-acrylsiure und Methyl- 
nonyl-acrylsiiure bekamen die Tiere in Form des fliissigen Methylesters in 
denselben Mengen. 

Der Harn wurde nach der letzten Fiitterung noch weitere 2 Tage ge- 
sammelt. Zunichst wurde er mit gesittigtem Barytwasser versetzt, so 
lange noch ein Niederschlag ausfiel, kurz zum beginnenden Sieden erhitzt, 
abgesaugt und die Fillung mit hei’em Wasser gewaschen. Das Filtrat 
versetzten wir mit Bleiessig (E. Merck) bis nichts mehr ausfiel. Die Blei- 
fillung filtrierten wir kalt, wuschen sie mit kaltem Wasser und zerlegten 
sie in der Kiilte mit Schwefelwasserstoff. Die Bleisulfid-niederschlige 
wurden 3—4 mal mit Wasser ausgekocht, die erhaltenen Lésungen mit dem 
Filtrat des Bleisulfids vereinigt und im Vakuum (20 mm) fast zur Trockene 
eingeengt. Aus dem ziihen, braunen Sirup wurden die gebildeten Saiuren 
so vollstiindig als méglich durch wiederholte Behandlung mit warmem 
Ather herausgelést, dem Ather mit Natrium-bicarbonat-lisung entzogen *) 
und nach dem Ansiiuern mit verdiinnter Schwefelsiiure in frischen Ather 
getrieben (4—5 mal ausschiitteln). Nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat 
wurde der Ather verdampft und der Riickstand im Hochvakuum (0,001 mm) 
destilliert. 


1. 25 g Dihydro-myrcen (XIII) lieferten 1,5 g Hildebrandtsiure, die 
sofort den richtigen Schmelzp. 193,4—193,8° (korr.) zeigte. Von der optisch 
aktiven Dicarbonsiure C,,H,,0, war nichts zu finden. 

2. 20 ¢ Geraniumsaure gaben 2,31 g Hildebrandtsiiure vom Schmelz- 
punkt 193,5—194° (korr.) und 1,5 g optisch aktive Dicarbonsiure vom 
Schmelzp. 99—99,5°. Gesamtausbeute 16,2°/, d. Th. 

3. 55g Geraniol (optisch inaktiv) lieferten 6,9 g Hildebrandtsiure, 
Schmelzp. 198—193,5° und 12,3 g rechtsdrehende Dicarbonsiure, Schmelz- 
punkt 99,5—100,5° (korr.). Gesamtausbeute 27,2°/, d. Th. 


) Z. angew. Chem. 43, 444 (1930). 
*) Die Natrium-bicarbonatausziige wurden durch Kochen mit Carbo 


medicinalis ,,.Merck“ entfirbt. 
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4. Rechtsdrehende 1,5-Dimethyl-hexen-(1, 2)-1,6-dicarbonsaure (xX), 
Beim Eindampfen des Bleisulfid-Filtrates scheidet sich die 1,5-Dimethy]- 
hexadien-(1,5)-1,6-dicarbonsiure (I) zum allergr6éBten Teil in schneeblumen- 
artigen Nidelchen ab und nur eine kleine Menge befindet sich in dem 
ausfallenden, dunkelbraun gefirbten Ol, aus welchem die optisch aktive 
Siure (X) isoliert wird. Wir nehmen das schwere 0] in Ather auf, ver- 
dampfen das Lésungsmittel, lésen hierauf die Dicarbonsiure in heiBem 
Wasser und entfirben durch Kochen mit Tierkohle. Dann wird filtriert. 
Gelingt es auf diese Weise nicht, ein farbloses Filtrat zu erhalten, so ent- 
fiirbt man die schwach sodaalkalische Lésung der Siiure mit Tierkohle, was 
gewohnlich sehr rasch zum Ziel fiihrt. Nach dem Abfiltrieren wird im be- 
sonderen Falle mit verdiinnter Schwefelsiiure kongosauer gemacht und in 
den Eisschrank gebracht. Nach kurzer Zeit scheidet sich die optisch 
aktive Siure in farblosen, groBen rechteckigen Plittchen ab. Leicht lés- 
lich in Methanol, Ather, Aceton, Essigester, léslich in Wasser, unléslich in 
Petroliither. Schmelzp. = 102,6—103,6° (korr.). 


3,946, 4,061 mg Subst.: 8,69, 8,94 mg CO,, 2,85, 2,86 mg H,O. 


C,.H,,0, (200,1) Ber. C 60,00 H 8,00 Fi 
Gef. ,, 59,92 60,04 ,, 8,02, 7,88 [ 1,18. 


[a]2® = (+ 0,694 x 100): (2,274 x 2) = + 15,25° (2 n-Natronlauge). 


Das Absorptions-spektrum ist neben demjenigen der Hildebrandt- 
siiure in der Figur dargestellt. Man erkennt, daB die molaren Absorptions- 
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Konjugation stehen, verschiebt sich die Absorption nicht nach lingeren 
Wellen, sondern sie wird nur stiirker. 

5. Nach Fiitterung von 45 g Methyl-hexyl-acrylsdure-methyl- 
ester (XVI) erhielten wir aus dem Harn 10 ¢ iitherlésliches Ol, aus dem 
2,8 gP-Methyl-4,,,-azelainsdure (XVID, Siedep. -o,002 = 173—175° (Luft- 
bad) isoliert wurden. Die Substanz stellte ein schwer bewegliches, gelb- 
stichiges Ol dar, das sich in kaltem Ather schwer, in warmem viel leichter 
liste. In Alkohol, Essigester und in heiBem Wasser war die Dicarbonsiure 
gut léslich. nj\* = 1,4794. 


6,093, 4,950 mg Subst.: 6,11, 5,04 cem n/100-NaOH. — 2,806 mg Subst. 

mit 6,9 mg Platinoxyd in 2 cem Eisessig nach 60 Minuten Endwert. 
C,.H,,0, (200,1) Ber. Aqu.-Gew. 100 fF 1,00 
Gef. * 99,98 F 0,92. 

Der Bis-p-bromphenacylester der #-Methyl-4,, ,-azelainsiure 
krystallisierte aus 96°/,igem Alkohol in weiBen Nidelehen vom Schmelz- 
punkt 93—96°. 

3,992 mg Subst.: 7,70 mg CO,, 1,58 mg H,0. 

C,,H,OsBr, (594) Ber. C 52,52 H 4,41 Gef. © 52,60 H 4,43. 


6. 45 g Methyl-nonyl-acrylsiure-methylester (XXIII) lieferten 6,5 g 
dickfliissiges Ol, aus dem wir 2,62 g rohe und 1,2 g durch Destillation im 
Hochvakuum (Siedep. ¢ 99; = 145—150°, Luftbad) gereinigte 2-Methyl- 
buten-(1,2)-1,4-dicarbonsiiure (XXIV) gewannen. Die Substanz stellte 
ein schwach gelb gefiirbtes dickfliissiges Ol dar, das sich in warmem Ather 
gut, in kaltem schwer liste. In Alkohol und in Wasser war die Dicarbon- 
siure gut léslich. Die katalytische Hydrierung (gef. [= 0,82, und vor 
allem die Titration (gef. Aqu.-Gew. = 96, ber. 79) zeigten, daB die Sub- 
stanz noch nicht rein war. Der Bis-p-bromphenacylester konnte 
jedoch nach wiederholten Krystallisationen aus absolutem Alkohol analysen- 
rein erhalten werden. Er stellte weiBe Nadeln und Blittchen dar, die bei 
95—97° (k. Th.) schmolzen. 

4,040 mg Subst.: 7,395 mg CO,, 1,44 mg H,0O. 

C,.H,,0,Br, (552) Ber. C 50,00 H 3,65 Gef. C 49,92 H 3,98. 


In einem weiteren Versuch mit 50 g Methyl-nonyl-acrylsiure-methyl- 
ester erhielten wir aus dem Harn 13 g Ol, das unter 0,01 mm bei 145—150° 
(Therm. im Dampf) destillierte. 


Ill. Abbau und Umwandlungen der aus dem Harn 
isolierten Dicarbonsiiuren. 


1. Katalytische Hydrierung der Hildebrandtsaure (I). 1,0 g Di- 
carbonsiure wurde in 40 cem absolutem Alkohol und 3 cem Wasser gelést 
und mit 188 mg Platinoxyd und Wasserstoff geschiittelt. Nach 90 Minuten 
war 228 eem H, (0°, 760 mm, fiir PtO,-Verbrauch und Tension korr.) auf- 
genommen, withered sich fiir 2 Despaibindengen 226 cem H, (0°, 760 mm) 
berechneten. Nach dem Abfiltrieren vom Katalysator wurde der Alkohol 
verdampft. Die Tetrahydrosidure IX ging unter 0,3 mm als dickfliissiges, 
farbloses Ol zwischen 150 und 160° ee iiber. Die Ausbeute von 1g 
entsprach der Theorie. n?? = 1,4548, nj® = 1,4540. 
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4,454, 4,547 mg Subst.: 4,39, 4,45 cem n/100-NaOH. 
C,oH,,0, (202,14) Ber. Aqu.-Gew. 101 Gef. Aqu.-Gew. 101, 102. 


Der Bis-p-bromphenacy lester krystallisiert aus absolutem Alkoho| 
in weiBen Prismen oder Nadeln. Schmelzp. 109,5—111° (korr.). 


4,212, 4,026 mg Subst.: 8,10, 7,71 mg CO,, 1,81, 1,73 mg H,O. 


C,,H,,0.Br, (596,0) Ber. C 52,85 H 4,73 
Gef. ,, 52,45, 52,238 ,, 4,81, 4,91. 


2. Oxydativer Abbau der Hildebrandtsaure. 2,37 ¢ Dicarbonsiiure 
wurden in 300 ccm trockenem Essigester gelést und bei —25 bis —35° 
ozonisiert, bis in einer nachgeschalteten essigsauren Lésung von Kalium- 
jodid Jod ausfiel. Dies war nach 150 Minuten der Fall. Die klare Lésung 
des Ozonids wurde mit 200 mg Platinmohr hydriert, wobei 600 cem H, 
(19°, 752mm) aufgenommen wurden. Der nach dem Verdampfen des Essig. 
esters zurtickbleibende farblose Riickstand wog 38,12 g. 

Die Prifung auf Glyoxylsiure mit Pyrogallol und Schwefelsiure 
nach W. R. Fearon’) fiel stark positiv aus (Blaufirbung); ebenso die Probe 
auf Brenztraubensiure mit konzentrierter Nitroprussid-natriumlésung 
[violettblau; mit Essigsiiure und etwas Ammoniak nach L. Simon?) blau; 
mit Kalilauge dunkelrot]. 

Zur Isolierung der Spaltstiicke wurde 1g des Riickstandes nach der 
Vorsehrift von Ch. F. Allen’) mit 3g 2,4-Dinitrophenyl-hydrazin 
in 150 cein absolutem Alkohol kondensiert. Auf Zusatz von einigen Tropfen 
konzentrierter Salzsiure fielen 1,2 g Bis-2,4-dinitrophenyl-hydrazon 
des Liivulinaldehyds (69°/, d. Th.) sofort aus. Durch Umkrystallisieren 
aus Nitrobenzol stieg der Schmelzpunkt der gelben Niidelchen auf 239,5 
bis 240°. Zum Vergleich stellten wir Liivulinaldehyd nach B. K. Blount 
und R. Robinson‘) aus Methylheptenon dar, dessen Bis-2,4-nitropheny]- 
hydrazon bei 239,5—240° (korr.) schmolz. Der Mischschmelzpunkt lag bei 
239— 240°. 

4,540 mg Subst.: 8,17 mg CO,, 1,86 mg H,O. — 2,128 mg Subst.: 
0,458 ecm N, (21", 746 mm). 

C,,H,,0,N, (460,1) Ber. C 44,35 H 348 N 24,35 
Gef. ,, 40,338 ,, 8,40 ,, 24,53. 


Das Filtrat des Livulin-aldehyd-derivates lieB beim Verdiinnen mit 
Wasser ein gelbes Ol ausfallen, das beim Stehen erstarrte. Durch Um- 
krystallisieren aus verdiinntem Alkohol erhielten wir 0,66 g (66 °/, d. Th.) 
Brenztraubensiure-2,4-dinitro-phenylhydrazon, Schmelzp. 214 
bis 215°. Vergleichspriparat 214—215°, Mischschmelzp. 214—215° (unkorr.) 
= 220—220,5° (k. Th.). 

4,448 mg Subst.: 6,59 mg CO,, 1,24 mg H,O. — 2,194, 1,946 mg Subst.: 
0,389 (18°, 751 mm), 0,346 (19°, 755 mm) cem Ng. 


C.H,O,N, (268,06) Ber. C 40,29 H2,98 N 20,89 
Gef. ,, 40,41 ,, 3,12  ,, 20,55, 20,65. 


1) Biochemie. J. 14, 548 (1921). *) C. r. Acad. Sci. 125, 534 (1897). 


/ 


8) J. amer. chem. Soe. 52, 2955 (1930). 4) Soe. London 1933, II, 1511. 
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3. Cis-trans-Umlagerung der Hildebrandt-sdure. 216 mg 1,5-Di- 
methyl - hexadien -(1,5)-1,6-dicarbonsiure — vom Schmelzp. 193° wurden in 
einem QuarzgefiB in 25 ccm warmem Ather gelést bzw. suspendiert, mit 
einer Spur Jod versetzt und 10 Stunden mit dem unfiltrierten Licht einer 
Hg-Quarzlampe aus etwa 25 ccm Entfernung bestrahlt. Hierauf wurde 
von dem noch nicht in Lésung gegangenen Anteil (46 mg) abfiltriert und 
das Lésungsmittel verdampft. Den Riickstand lésten wir in verhiiltnis- 
miBig viel heiBem Wasser und stellten zur Krystallisation in den Eisschrank. 
Nach 14 Stunden wurde der krystallinische Niederschlag (nochmals 46 mg 
unveriinderte Hildebrandt-siiure) abfiltriert, das Filtrat im Vakuum bis auf 
ein geringes Volumen eingedampft und wieder zur Krystallisation in den 
Eisschrank gestellt. Es schieden sich schéne weibe, lanzenférmige Nidelchen 
ab, die nach 1 maliger Umkrystallisation bereits den konstanten Schmelz- 
punkt von 123,8—124,2° (k. Th.) hatten. In Ather und Wasser ist die 


Substanz leicht léslich. 
3,092 mg Subst.: 6,84 mg CO,, 2,00 mg H,0. 
C,,H,,0, (198,1) Ber. C6058 H 7,11 [2,00 
Gef. ,, 60,33 ,, 7,24 |= 2,05. 


4. Oxydativer Abbau der aktiven Dicarbonsdure C,,H,,0, (X). 
2g Substanz wurden in 200 ccm Essigester gelést und bei —30° bis zur 
Ausscheidung von Jod in einer dahinter geschalteten Borsiure—Kalium- 
jodid-lésung (60 Minuten) ozonisiert. Bei der anschlieBenden katalytischen 
Hydrierung mit 0,1 g Platinmohr wurden in 1240 Minuten 330 cem Wasser- 
stoff (16°, 750 mm) aufgenommen. Nach dem Verdampfen des Essigesters 
im Vakuum hinterblieben 2,3 g eines zihen Oles, das mit Pyrogallol und 
Schwefelsiiure keine Reaktion auf Glyoxylsiure, aber mit Nitroprussid- 
natrium starke Violett-fiirbung (Brenztraubensiiure) gab. Aus 1g des Ozoni- 
sierungsproduktes erhielten wir 0,687 g Brenztraubensiure-2,4-dinitro- 
phenylhydrazon vom Schmelzpunkt und Mischschmelzp. 220—220,5° 
(korr.) = 60 °/, d. Th. 

4,626 mg Subst.: 6,32 mg CO,, 1,15 mg H,O. — 2,081 mg Subst.: 
0,374 cem N (20°, 757 mm). 

C,H,O,N, (268,06) Ber. C 40.29 H2,98 N 20,89 
Gef. ,, 40,44 ,, 3,02 ,, 20,86. 


IV. Synthese der Dicarbonsiuren. 


1. Synthese der «, <-Dimethyl-korksaéure (Tetrahydro-Hildebrandt-saure). 

Aus 60g m-Methyleyclohexanon (I.G. Farben) erhielten wir nach 
G. Leser') 17—20 g 6-Acetyl-3-methyl-cyclohexanon (III). 50g 
dieses Diketons lieferten 18 g reine 6- Methyl-e-acetyl-capronsiure (IV) 
vom Siedep., = 150°?), nj%> = 1,4527. 

7,901, 5,737 mg Subst.: 4,60, 3,34 cem n/100-NaQH. 

C,H,,0; Ber. Aqu.-Gew. 172 Gef. Aqu.-Gew. 172, 172. 


1) Bull. Soe. chim. [8] 28, 370 (1900). 
*) G. Leser gibt an: Siedep., = 172—174°. 
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a) d,l-6-Methyl-c-oxy-n-caprylsaure (V). 10,32 g (0,06 Mole) 8-Me. 
thyl-e-keto-caprylsiure wurden in 50 cem reinem Kisessig gelést und 
mit insgesamt 1,22 g Platinoxyd und Wasserstoff geschiittelt. Nach 
20 Stunden kam die H,-Aufnahme bei 1358 ccm (0°, 760 mm, fiir PtO,-Ver. 
brauch und Tension korr.) zum Stillstand. Berechnet waren 1344 ccm 
(0°, 760 mm). Nach dem Abfiltrieren vom Katalysator wurde im _— 
verdampft und der Riickstand (10,5 g) destilliert. Siedep., = 155,5°, n} 
= 1,4573, d}?5 = 1,0156, MR get. = 46,81, MR ber. = 46,82. Die 6- eis. 
€-OXxy- caprylsdure stellt ein zihes, farb- und geruchloses Ol dar, das bei 
etwa —37° glasig erstarrt. Sie ist in Ather schwer, in Alkohol gut léslich, 

6,268 mg Subst.: 3,57 ccm n/100-NaOH. 

C,H, .0s (174,1) Ber. Aqu.-Gew. 174 Gef. Aqu.-Gew. 175,5. 

b) d,1-8-Methyl-c-brom-n-caprylsaure (VI). 9,00 g¢ Oxysiure (V) 
wurden in 15 cem Eisessig gelést und unter Eiskiihlung mit trockenem 
Bromwasserstoff gesittigt. Dann wurde unter RiickfluB am Wasserbad 
erwirmt bis keine HBr-Dimpfe mehr entwichen, neuerdings unter Eis. 


kiihlung mit HBr gesittigt und dieses Verfahren noch 2 mal wiederholt. § 


Nach dem Zersetzen mit Eiswasser wurde das entstandene schwere, farb- 
lose Ol in Ather aufgenommen, die iitherische Liésung griindlich mit Wasser 
gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet und verdampft. 

Bei 143—144° (6 mm) gingen 11,6 g (95°/, d. Th.) 8-Methyl-se-brom- 
caprylsiure als leicht bewegliche Fliissigkeit tiber. Léslich in Ather, 
Alkohol, Essigester; unléslich in Wasser. n}® = 1,4760, d}6= 1,2575, 
MR gef. = 58,15, MR ber. = 53,06. Die alkoholische Lésung der Substanz 
scheidet auf Zusatz von Silbernitrat schon in der Kilte sofort Bromsilber aus. 

Der Methylester (VID wurde aus 3,3 g der Siure in 100 cem trockenem 
Methanol durch Sittigen mit trockenem HBr-Gas und 8 stiindiges Kochen 
unter RiickfluB (Chlorealciumrohr) dargestellt. Die Ausbeute von 3,5 g ent- 
sprach der Berechnung. 

c) «,e-Dimethylkorksaure (IX). 3,5 g 8-Methyl-e-brom-capry]- 
siure-methylester wurden in 20 ccm iiber Natrium getrocknetem Toluol 
gelést und mit 5g fein gepulvertem Kaliumcyanid 8 Stunden unter 
Riihren auf 90—95° erhitzt, bis eine Probe der klaren Lésung, mit 50°/,- 
igem Methanol verdiinnt, auf Zusatz von salpetersaurer Silbernitratlésung 
keine Fillung bzw. Triibung mehr gab. Die abfiltrierte Toluollésung ver- 
dampften wir im Vakuum und kochten den Riickstand mit 10 g Kalium- 
hydroxyd in 5 cem Wasser und 20 cem Methanol bis zum Aufhéren der 
sepaeriaien aieatee was 30 Stunden in Anspruch nahm. Die alkalische 
Liésung wurde hierauf mit Ather ausgeschiittelt, mit verdiinnter Schwefel- 
siure kongosauer gemacht und die gebildete o,e- Dimethylkorksiure in 
Ather aufgenommen. Nach dem Waschen mit Wasser und Trocknen iiber 
Natriumsulfat wurde verdampft und unter 0,4 mm destilliert. Dabei gingen 
1,85 g Dicarbonsiure bei 165—167° (Luftbad) iiber. Léslich in Ather, Alko- 
hol, Eisessig, Essigester. mn?°= 1,4551. 

5,234 mg Subst.: 5,12 eem n/100-NaOH. — 5,272 mg Subst.: 5,17 ccm 
n/100-NaOH. 

C,oH,,0, (202,1) Ber. Aqu.-Gew. 101 Gef. Aqu.-Gew. 102, 102. 

Der Bis-p-bromphenacylester der synthetischen a, ¢-Dimethy!- 
korksiiure, aus absolutem Alkohol umkrystallisiert, schmilzt wie derjenige 
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der Tetrahydro-Hildebrandtsiure bei 110,5—111,5° (korr.) und gibt mit 
diesem keine Erniedrigung des Schmelzpunktes. 
4,018, 4,426 mg Subst.: 7,78, 8,50 mg CO,, 1,70, 1,88 mg H,0. 
C,,H,,0,Br, (596,05) Ber. C 52,35 H 4,73 
Gef. ,, 52,48, 52,38 ,, 4,73, 4,75. 


2. Synthese der ¢-Methyl- 4-_,-azelainsdure 
(2-Methyl-hepten-(1, 2)-1, 7-dicarbonsaure). 

a) Aus 60 g Cyclohexanon wurden nach G. Leser') 17,5, g reines 
2-Acetyl-cycelohexanon (XVIII) und daraus 17,6 g (89°/, d.Th.). ¢-Oxo- 
n-caprylsiiure (XIX) erhalten. 15 g dieser Siure wurden in 100 ccm 
absolutemAlkohol gelést und mit Chlorwasserstoff gesittigt. Der in der iiblichen 


_ Weise isolierte Athylester (XX), Siedep.,,, = 83—84°, n}® = 1,4370, n2° 


= 1,4361, stellt eine etwas schwer bewegliche, farblose Flissigkeit von an- 
quai Geruch dar. Ausbeute 15 g (85°/, d. Th.). 
3,260 mg Subst.: 7,78 mg CO,, 2,825 mg H,0. 
C,,H,,0; (186,1) Ber. C 64,47 H 9,74 Gef. C 65,09 H 9,70. 
b) ¢-Methyl-¢-oxy-azelainsaure - diathylester wn (2- Methyl- 9- 
Oxy - heptan-1,7-dicarbonsaure-diathylester). 10 g ('/,, Mol) ¢-Oxo- 
n-caprylsiure-ithylester XX wurden mit 3,27¢ (*/, Mol) Zink raspatum, 


| 835g (‘oo Mol) Bromessigsiure- ithylester "as 10 cem trockenem 
Dense 3 Stunden unter RiickfluB (Chlorealciumrohr) im Olbad gekocht, 
| wobei alles Zink in Lésung ging. Nach dem Zersetzen mit Eis und 


Schwefelsiure nahmen wir in Ather auf, wuschen mit Wasser, trockneten iiber 
Natriumsulfat und destillierten den Ather und das Benzol im Vakuum ab. 
Die Fraktionierung des Riickstandes gab: 
a) 1,2 g vom Siedep.y o5-0,1 = 64—70°, b) 1,8 g vom Siedep,, = 70—104°, 
¢) 5,5 g vom Siedep.os5 9, = 126—128°, und 1,8 g bis 160° unter 0,06 mm 
nicht destillierbare Substanz. Die Fraktion e zeigt nach Wiederholung der 
Destillation: Siedep.,, = 130—132°, n2° = 1,4503. Wasserklare, leicht be- 
wegliche Fliissigkeit, die sich beim Aufbewahren gelb firbte und nach der 
Analyse sowie nach dem Verhalten gegen Brom etwas ungesittigten Ester 


: enthielt. 


4,083, 3,987 mg Subst.: 9,24, 9,00 mg CO,, 3,365, 3,25 HO. 
C,,H,,0; (274,2) Ber. C 61,27 H 9,55 
Gef. ,, 61,72, 61,56 ,, 9,22, 9,12. 
c) ¢-Methyl-4, ,-azelainsaure (XVII). 5 g Hydroxy-dicarbon- 
siiure- imielentus XXI wurden mit 2 ¢ evigutcenennby drid und 


. 0,2 g geschmolzenem Chlorzink 8 Stunden auf 160° (Olbad) erhitzt, wobei 


starke Braunfirbung eintrat. Nach dem Abdestillieren der Essigsiure wurde 
bis 200° unter 0,3 mm erhitzt und der Riickstand mit einer Lésung von 
1g Kaliumhydroxyd in 2 ccm Wasser und 10 ccm Methanol 1 Stunde 
zum Sieden erhitzt. Die alkalische Lésung schiittelten wir mit Ather aus, 
machten mit verdiinnter Schwefelsiure kongosauer und nahmen die freie 
Siure in Ather auf. Nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat wurde das 
L dsungsmittel verdampft und im Hochvakuum fraktioniert. Unter 0,002 mm 


) C.r. Acad. Sci. 141, 1032 (1905). 
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gingen 8,1 g (84°/, d. Th.) farbloses sehr schwer bewegliches Ol bei 173 F 


bis 174° (Luftbad) tiber. n?° = 1,4800. Léslich in Ather, Alkohol, heibem 
Wasser, Essigester. 


4,042, 3,943 mg Subst.: 8,96, 8,77 mg CO,, 2,94, 2,85 mg H,0. 
C,,H,,.0, (200,1) Ber. C 59,96 H 8,06 Aqu.-Gew. 100 
Gef. ,, 60,46, 60,66 ,, 814,809 , 4, 105, 


Der Bis-p-bromphenacylester stellt, aus absolutem Alkohol um. 
krystallisiert, weiBe Nidelchen dar, die bei 96—104° schmelzen und im 
Gemisch mit dem Bis-p-bromphenacylester der aus Harn isolierten Siure 
(Schmelzp. 91—96°) bei 94—105° schmelzen. Trotz des unscharfen Schmelz- 
punktes (cis-trans-Isomere) stimmen die Analysen. 


4,515, 4,554 mg Subst.: 8,70, 8,78 mg CO,, 1,84, 1,85 H,O. 
C.gH,O.Br, (594,0) Ber. C 52,52 H 4,41 
Gef. ,, 52,55, 52,58 ,, 4,56, 4,55. 


3. Synthese der 2-Methyl-hexen-(1,2)-1,6-dicarbonsaure, 
Adipinsaure-monoathylester. 


E. E. Blaise und A. Koehler’) haben durch partielle Veresteruug von 
Adipinsiiure mit Alkohol und Schwefelsiure, sowie durch Halbverseifung 
des Diithylesters mit Natriumalkoholat und der berechneten Menge Wasser 
den Adipinsiiure-monoithylester dargestellt. Es gelang uns, nach folgendem 
Verfahren wesentlich bessere Ausbeuten zu erzielen. 40g Adipinsiure- 
diithylester wurden in 250 ccm absoluten Alkohol gebracht und mit 


einer Lésung von 11g Kaliumhydroxyd in 20 ccm Wasser und 250 cem § 


absolutem Alkohol tropfenweise und unter dauerndem Riihren versetzt. 
Nach 4stiindigem Riihren wurde noch 10 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen, hierauf der Alkohol abdestilliert, der nicht verseifte Di- 
ithylester mit Ather ausgezogen (= 13,5 g), angesiuert (Kongopapier) und 
durch 3 maliges Schiitteln mit Ather der sauere Anteil dem Wasser ent- 
zogen. Die itherische Lésung wurde getrocknet, das Lésungsmittel ab- 
gedampft und der Riickstand destilliert. Ausbeute an reinem Adipinekure- 
monoiithylester 18 g (= 79°/, d. Th.). Siedep.,, = 122°; n}® = 1,43896. 

a) Adipinsaure- ania: chlorid. Dargestellt nach E. Blaise 
und A. Koehler (a. a. 0.). Ausbeute: 93°/, d. Th.; Siedep.,, = 117—118°: 
ni8 = 1,4460. 

b) 5-Acetyl-n-valeriansaure-athylester (XXVIII). Erhalten nach 
E. Blaise und A. Koehler (a.a.0.). Ausbeute: 76°/, d.Th.; Siedep.,, 
= 90°; n2° = 1,43805. 

c) 2-Methyl-hexen-(1, 2)-1,6-dicarbonsaure (XXIV). 17,2¢6-Acety!]- 
n-valeriansiure-ithylester wurden mit 6,5 g Zink,,raspatum“, 16,8 ¢ 
Bromessigsiure-ithylester und 25 cem trockenem Benzol 3 Stunden im 
Olbad (130°) erhitzt (Chlorcaleium-Rohr), wobei nur sehr geringe Mengen 
Zink zuriickblieben. Nach dem Abkiihlen wurde mit verdiinnter Schwefel- 


siure und Eis zerlegt, mit Ather aufgenommen, gut gewaschen und iiber f 


Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Abtreiben der Lésungsmittel im Wasser- 
strahlvakuum wurde der Riickstand fraktioniert. a,: Siedep.,. = 60—T72°; 





1) Bull. Soc. chim. [4] 7, 215 (1910); C. r. Acad. Sei. 148, 490 (1909). 
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n2° = 1,4628; Ausbeute: 0,60 g; enthalt in der Hauptsache Bromessigsiure- 
iithylester; a,: Siedep.,. = 72—102°; nZ° = 1,4385; Ausbeute: 4,5 g; ag: 
Siedep.o,, = 102—115°; n?° = 1,4386; Ausbeute: 3,10 g; a,: Siedep.o» 
= 125—135°; n?° = 1,4475; Ausbeute: 8,80 g; a;: nicht destillierbarer 


3 


tiickstand = 1,60 g. 

8,8 g der Fraktion a, wurden mit 4g Essigsiure-anhydrid und 
0,2 g geschmolzenen Zinkchlorid 3 Stunden im Olbad (160°) erhitzt. 
Das urspriinglich farblose Reaktionsgemisch fiirbte sich stark braun. Nach 
dem Abdestillieren des iiberschiissigen Essigsiiure-anhydrids und der ent- 
standenen Essigsiiure bei 18 mm wurde verseift. 

Zu diesem Zwecke versetzten wir mit einer Lésung von 2g Kalium- 
hydroxyd (theor.: 1,8 g) in 20 cem Methanol und 4 ccm Wasser und 
erhitzten 1 Stunde zum Sieden. Nach dem Ausziehen der alkalischen 
Lisung mit Ather wurde mit Schwefelsiiure kongosauer gemacht und die 
frie Methyl-hexen-dicarbonsiéure durch 5 maliges Ausschiitteln mit 
Ather der wiBrigen Lisung entzogen. Der iitherische Extrakt wurde nun 
iiber Natriumsulfat getrocknet, das Lésungsmittel verdampft und der Riick- 
stand im Hochvakuum (0,005 mm) destilliert. Ausbeute: 6,2 g Rohprodukt 
(= 98°/, d. Th. bez. auf 2-Methyl-2-oxy-hexan-1,6-dicarbonsiurediithylester.) 
Das Destillat erstarrte innerhalb kurzer Zeit zu einer krystallinischen Masse, 
die sich in Ather sehr leicht liste. Aus dieser Lésung konnte durch Zusatz 
von Petrolither (Siedep. — 50°) bis zur beginnenden Triibung die gesuchte 
Siure in feinen, zu Biischeln angeordneten Niidelchen erhalten werden. 
Schmelzp. = 100—101° (korr.), Siedep.,.,; = 145—147° (Luftbad); leicht 
léslich in Ather, Alkohol, Chloroform, unlislich in Petroliither. 

4,281 mg Subst.: 9,15 mg CO,, 2,87 mg H,0. 

C,H,,0, Ber. C 58,03 H 17,58 Gef. C 58,29 H 7,54. 

Die itherische Lésung der 2-Methyl-hexen -(1,2)-1,6-dicarbonsiure 
wurde mit einer Spur Jod 8 Stunden vor der Quarzlampe belichtet; es 
konnte jedoch keine Umlagerung der Siiure beobachtet werden. 

Der Bis-p-bromphenacyl-ester, in lanzettenférmigen Nadeln und 
Prismen krystallisierend, schmilzt bei 102—103° (korr.). 

3,861, 3,904 mg Subst.: 7,29, 7,43 mg CO,, 1,53, 1,515 mg H,0O. 

C,;H,,0,Br, (580) Ber. C 51,72 H 4,17 
Gef. ,, 51,85, 51,91 ,, 4,44, 4,34. 


4. Synthese der 2-Methyl-buten(1,2)-1,4-dicarbonsaure (XXIV). 
2-Methyl-2-oxy-adipinsaure-athylester. P. Duden und R. Frei- 


tag') versuchten' bereits durch Kondensation von Liivulinsiureiithylester mit 
Bromessigester bei Gegenwart von Zink und Zerlegung des Reaktions- 
produktes mit Schwefelsiure den 2-Methyl-2-oxy-adipinsiure-ithylester zu 
gewinnen, ohne jedoch zum Ziel zu gelangen. Sie isolierten das y-Lacton 
des 2-Methyl-2-oxy-adipinsiure-monoiithylesters, das sich durch Halbverseifung 
und Wasserabspaltung aus dem Oxyester bildete. Wird hingegen die Zer- 
legung der Zink-Verbindung unter vorsichtigeren Bedingungen durchgefiihrt, 
so gelingt es, den Methyl-oxy-adipinsiure-diithylester darzustellen. Wir 
fanden, daB das Zwischenprodukt der Synthese nach Reformatsky durch 


1) Ber. chem. Ges. 36, 953 (1903). 
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Schwefelwasserstoff besonders schonend zerlegt werden kann. Indessen 
fiihrte die Zerlegung mit Eiswasser zu demselben Ergebnis, wobei die Aus- 
beuten etwas kleiner waren. 


66 g Livulinsiure-aithylester wurden mit 76,6 g Bromessig- 
siure-dithylester, 30 g Zink ,,raspatum“ und 120 ccm trockenem Toluol 
am Dampfbad erhitzt. Nach einer kurzen Induktionszeit trat heftiges Sieden 
ein, wobei geringe Mengen eines flockigen Niederschlages ausfielen. In 
30 Minuten war die Reaktion beendet. Nach dem Abkiihlen wurde die eine 
Hilfte des Reaktionsgemisches mit Schwefelwasserstoff behandelt, wo- 
durch die Abtrennung des Oxy-esters unter AusschluB jeder Spur Wassers er- 
moéglicht wurde. Die andere Hilfte behandelten wir mit Eiswasser, trennten 
von der toluolischen Lésung ab, trockneten iiber Natriumsulfat und fraktio- 
nierten nach dem Abdampfen des Toluols (bei 20 mm) im Vakuum. In dem 
einen Falle wurde das ausgeschiedene Zinksulfid abfiltriert, das Filtrat unter 
20mm vom Toluol befreit und der Riickstand im Vakuum fraktioniert. 
Beidemal gewannen wir neben einem Vorlauf, der unveriinderten Liivulin- 
ester und Bromessigester darstellte, zwischen 120—130° (1,2—1,6 mm) ein 
Produkt, das sich, im Siedepunkt, Brechungsindex und Analyse untereinander 
iibereinstimmend, als 2-Methyl-2-oxy-adipinséiure-aithylester erwies. 
Nach der Schwefelwasserstoff-Zerlegung erhielten wir 15 g, nach der Zer- 
legung mit Eiswasser 10 g siedepunktreine Substanz. Siedep.,., = 92,5°, 
Siedep.,.g = 108°, nj} = 1,4508, nj? = 1,4511. 


3,914, 4,127 mg Subst.: 8,17, 8,60 mg CO,, 2,70, 2,79 mg H,0. 


C,,H.,0, (232,16) Ber. C 56,85 H 8,68 
Gef. ,, 56,93, 56,83 ,, 7,72, 7,57. 


2-Methyl-buten-(1,2)-1,4-dicarbonsaure. 13,5 g 2-Methyl-2-oxy- 
adipinsiure-diithylester wurden mit 10 cem Essigsiureanhydrid 
und 0,5 g Zinkchlorid 3 Stunden im Olbad auf 160° erhitzt. Hierauf 
wurde im Vakuum vom iiberschiissigen Anhydrid und von der gebildeten 
Essigsiiure abdestilliert, der Riickstand mit einer Lésung von 8 g Kalium- 
hydroxyd in 20 ccm Methanol und 2 ccm Wasser versetzt und '/, Stunde 
am Dampfbad gekocht. Nach dem Abkiihlen entfernten wir neutrale Sub- 
stanzen mit Ather, siuerten hierauf mit Schwefelsiure an und nahmen die 
freie Siure durch 3 maliges Schiitteln mit Ather auf. Nach dem Trocknen 
iiber Natriumsulfat und Abdampfen des Athers wurde im Hochvakuum 
destilliert. Ausbeute 9 g Rohsiiure (97°/, d. Th.). Ungefihr '/, siedete unter 
0,0008 mm bei 100° (Luftbad) und */, zwischen 130—135°% Mit diesem 
héhersiedenden Teil wurde der Bis-p-bromphenacyl-ester dargestellt, 
der aus absolutem Alkohol in groBen, hellglinzenden Plittchen krystallisierte. 
Schmelzp. 96—104° (korr.), Vergleichspriparat aus natiirlicher Siiure (XXIV) 
95—97° (korr.), Mischschmelzp. 96—105° (korr.). 


3,840, 4,176 mg Subst.: 7,035, 7,70 mg CO,, 1,25, 1,36 mg H,O. 


C,3H,,0.Br, (551,99) Ber. © 49,92 H 3,98 
Gef. ,, 49,96, 49,86 ,, 3,64, 3,89. 


Die bei 180—135° siedende Fraktion erstarrte beim Stehen iiber Nacht 
zu einer krystallinischen Masse. 
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5. 2-Acetyl-cyclo-pentanon. 


84 g Cyclopentanon (n}*> = 1,4365) wurden mit 220 g trockenem, 
alkoholfreiem Essigester versetzt und in die gut gekiihlte Lésung (— 10°) 
23g Natrium in kleinen Anteilen eingetragen, so dab die Reaktion nicht 
zu stiirmisch verlief. Nach der vollstiindigen Auflésung des Natriums wurde 
mit Wasser versetzt, der iiberschiissige Essigester im Scheidetrichter ab- 
getrennt und das Reaktionsprodukt mit einer hei’en Kupferacetat- 
lisung gefillt. Wir filtrierten den Niederschlag ab, wuschen gut mit Wasser 
und zerlegten das Kupfersalz im Scheidetrichter, mit Ather iiberschichtet, 
durch Zusatz von verdiinnter Schwefelsiiure. Die idtherische Lésung 
wurde iiber Natriumsulfat getrocknet, abgedampft und der Riickstand 
destilliert. Ausbeute 15 g (= 12°/, d. Th.). Siedep.o ¢ = 87° n2e5 = 1.4896 
ni? = 1,4905. 

3,942 mg Subst.: 9,635 mg CO,, 2,76 mg H,0. 

C,H,,0» (126,1) Ber. C 66,66 H 7,93 Gef. C 66,52 H 7,84. 


6. Cyclo-pentanon-2-acetyl-2-carbonsdure-athylester; 
(1-Athylon -cyclopentanon-(2)-1-carbonsiure - iithylester). 

46,8 g Dieckmann-KEster') wurden in 50 ccm Toluol (iiber Natrium 
getrocknet) gelést, mit 6,9 g zerkleinertem Natrium versetzt und im Olbad 
erhitzt (160°), bis alles Natrium in Lésung ging, wobei sich eine voluminése 
Gallerte bildete. Hierauf wurden 26g (10°/, Uberschu8) Acetylchlorid 
zugefiigt und weiter erhitzt, bis zum Verschwinden der alkalischen Reak- 
tion, was nach etwa '/, Stunde der Fall war. Nach dem Abkiihlen lésten 
wir das ausgeschiedene Natriumchlorid in Wasser auf, trennten von der 
Toluol-Schicht ab, wuschen mit Wasser gut aus, trockneten tiber Natrium- 
sulfat und fraktionierten nach dem Abdestillieren des Toluols den Riick- 
stand: a,: Siedep. ; 95 = 77—81°, nj? = 1,4582, Ausbeute 7,9 g; a,: Siede- 
punkt; 9, = 87—90°, nj°> = 1,4640, Ausbeute 31,0 g; a: undestillierbarer 
Riickstand 20,0 g. Fraktion a, wurde noch 1mal destilliert: Siedep., ¢ 
= 91—95°; Ausbeute 8,0 g. Nach wiederholter Destillation ergaben sich 
die _Konstanten: Siedep.» 5 = 103,5—105°, nj® = 1,4628, nZ'> = 1,4620. 


3,460 mg Subst.: 7,68 mg CO,, 2,22 mg H,o. 
C,oH,,0, (198,1) Ber. C 60,60 H 7,07 Gef. C 60,54 H 7,18. 


Herrn Otto Haas sprechen wir fiir die Gewihrung eines Stipendiums 
tnseren besten Dank aus. 


1) W. Dieckmann, Ber. chem. Ges. 27 102 (1894); Liebigs Ann. 317, 
93 (1901). 
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Enzymatische Spaltung von Lactoflavin-phosphorsiduren. 


Von 


Hermann Rudy. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir mediz. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juli 1936.) 


Vergleichende Wachstumsversuche an B,-frei ernihrten Ratten 
haben ergeben, daB natiirliche aus Herz und Hefe erhaltene, 


sowie synthetische, durch Kinwirkung von Phosphoroxychlorid au 
Lactoflavin dargestellte Flavinphosphorsiiuren die gleiche Wirk- 


samkeit besitzen, und zwar sowohl bei peroraler') als bei intra- 
peritonealer*) Verabreichung. Es zeigte sich bei dieser Gelegen- 
heit, da8 durch energische Phosphorylierung auch mehr oder 
minder unwirksame Produkte entstehen kénnen (peroral und intra- 
peritoneal). Der Unterschied zwischen den unter gelinderen Be- 
dingungen erhaltenen, in ihrer Wachstumswirkung mit den natiir- 


lichen iibereinstimmenden, und den unter energischeren Be-§ 


dingungen dargestellten unwirksamen Lactoflavin-phosphorsiuren 


ist wohl darauf zuriickzufiihren, daB aus diesen im Kérper kein f 
gelbes Ferment gebildet werden kann, weil eine konstitutionell f 


ungeeignete Flavinphosphorsiure vorliegt. Wenn diese Vorstellung 


richtig ist, dann kénnte dem Kérper das Phosphatasesystem fehlen. f 


das imstande wire, die ungeeignete Phosphorsiiure zu spalten 
und aus dem Lactoflavin die zur Kupplung mit EiweiB geeignete 
Flavinphosphorsiure aufzubauen. 


Zur Priifung der Frage lieSen wir einen dialysierten Gly-§ 


cerinextrakt aus Rattendarm auf die in Frage kommenden 
Flavinphosphorsauren einwirken. Bei p,,7 und p,,8 (m/10000 Flavin- 
phosphorsaures Natrium, m/20-Glykokollpuffer, m/100-MgSO,, 37° 
wurden Herz- und Hefe-flavinphosphorséuren gleich schnell 


(nach 5 Stunden 80—81°/,, nach 1'/, Stunden 60—61°/,) ge-f 
spalten*) Kine im Wachstumsversuch unwirksame, synthetische 


1) R. Kuhn u. H. Rudy, Diese Z. 239, 47 (1936). 
*) H. Rudy, Z. angew. Chem. 49, 323 (1936). | 
3) Die Spaltung der Flavinphosphorsiure aus gelbem Ferment durch 

Serum-phosphatase hat H.Theorel! beschrieben. Biochem. Z. 278, 263 (1939). 
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Verbindung wurde sehr viel langsamer gespalten (z. B. 16,9°/, 
gegen 52,3°/, oder 37°/, gegen 69°/,). Bei lingerer Kinwirkung 
des Ferments ging aber die Spaltung der unwirksamen Flavin- 
phosphorsiiure in Lactoflavin und Phosphorsiure bis zum selben 
Endwert (85°/,) wie bei den natiirlichen. Man darf daher ver- 
muten, da die fehlende Wachstumswirkung darauf beruht, dab 
der unwirksame Phosphorsiure-ester schon vor der Aufspaltung 
und Wiederphosphorylierung ausgeschieden wird. 

Durch gelinde Phosphorylierung von Lactoflavin mit Phos- 
phoroxychlorid in Pyridin kommt man zu Priparaten, deren 
Spaltungsgeschwindigkeit die der natiirlichen Lactoflavinphosphor- 
siure nahezu erreicht. 

Die Darmphosphatasen sind — wovon wir uns selbst tiberzeugt 
haben — Gemische von «- und #-Glycerophosphatasen. Unter- 
schiede in der Spaltungsgeschwindigkeit stellungsisomerer Phos- 
phorsiure-ester waren daher kaum zu erwarten. Es lag nahe die 
in einheitlicherem Zustand erhiltliche, spezifische «-Glycero- 
oder Unterhefe-phosphatase zu priifen. Wir stellten eine 
Unterhefephosphatase nach Schaffner und Bauer dar’), wobei 
wir von Léwenbriiuhefe ausgingen. Es ergab sich, daB nach 
2 Stunden von e-Glycerophosphat 83,3°/,, von 8-Glycerophosphat 
14,6°/, gespalten waren (m/500—m/1000-Natriumsalze, 37°, p,, 6,4, 
m/20-Acetatpuffer, m/100-MgSO,). Diese Unterhefephosphatase 
spaltet nach unseren Versuchen auch Hefe- und Muskeladenyl- 
siiure, aber verschieden schnell. Die von der Ribose-5-phosphor- 
siure sich ableitende Muskel-adenylsiure wird 5—7mal 
schneller gespalten als die Hefe-adenylsaure, die ein Derivat 
der Ribose-3-phosphorsiiure ist (z. B. 21°/, gegen 3°/,). Die 
Absolutmengen an abgespaltener Phosphorsiure waren geringer 
als bei den Glycerinphosphorsiure-estern. Die Lactoflavin- 
phosphorsiuren aus Herz und aus Hefe werden nun unter 
diesen Versuchsbedingungen auch durch e«-Glycerophos- 
phatase gleich schnell gespalten (67,7 bzw. 68,2°/,). Die aus 
dem auftretenden freien Lactoflavin berechnete abgespaltene 
Phosphormenge stimmt ungefaéhr mit der bei der Spaltung der 
Muskeladenylsiiure ermittelten iiberein, ist also ebenfalls viel 
geringer als bei der a-Glycerinphosphorsiure. Die im Ratten- 
versuch unwirksame Flavinphosphorsiure wird hier noch schlechter 

1) A. Schiffner u. E. Bauer, Diese Z. 225, 245; 282, 66 (1934/35); 
H.u. E. Albers, Diese Z. 235, 47 (1935). 

14* 
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gespalten (10°/, gegen 68°/,). Die synthetischen Praparate 
mit Wachstumswirkung erreichen bei geeigneter Darstellung prak- 
tisch die Spaltungsgeschwindigkeit der natiirlichen Lactoflavin- 
phosphorsi&uren. 

Die Versuche mit Darm- und mit Unterhefe- Phosphatase 
sprechen iibereinstimmend dafiir, da Cytoflav aus Herz wn 
Lactoflavinphosphorsture aus Hefe identisch sind. Auch die ge- 
messenen Hydrolysengeschwindigkeiten durch Salzsiiure’) und die 
Redoxpotentiale*) stimmen iiberein. 

Synthetische, aus Lactoflavin und POCI, erhaltene Produkte 
kénnen daneben noch Phosphorsiiure-ester enthalten, die vom 
natiirlichen Cytoflav verschieden sind. Ein nicht allzu hoher 
Gehalt an diesen zeigt sich aber weder in der Wachstumswirkung, 
noch im Verhalten gegen Salzsiiure, noch im Redoxpotential, 
sondern bis jetzt nur gegeniiber den Phosphatasen. Die schlechtere 
Spaltbarkeit kann dabei sowohl auf stellungsisomere Mono- als 
auch auf Diphosphorsiure-ester zuriickgehen. 

Alle verwendeten Priiparate waren frei von unverestertem 
Lactoflavin. Der Spaltungsgrad wurde in jedem Falle durch 
Kolorimetrieren sowohl des noch unveriinderten Phosphorsi&ure- 
esters als des daraus entstandenen freien Lactoflavins ermittelt'). 
Die Summe stimmte durchwegs mit der eingesetzten Menge 
Lactoflavinphosphorsiiure sehr genau iiberein. 

Die Spaltung durch e-Glycerophosphatase stellt eine einfache 
und sehr empfindliche Methode zur Kennzeichnung von Flavin- 
phosphorsiuren dar. 


) R. Kuhn u. H. Rudy, Diese Z. 239, 47 (19386). 
*) R. Kuhn u. P. Boulanger, Ber. chem. Ges. 69, 1557 (1936). 
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Uber das Vorkommen von Aminosiuren 
und freiem Cholin in der Galle. 


Von 


E. F. W. Miiller. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juli 1936.) 


In der umfangreichen Literatur iiber die Zusammensetzung der 
Galle findet sich keine Angabe iiber das Vorkommen von freien 
Aminosiuren. Hs liegt das vermutlich an den Schwierigkeiten, die 
iiberwunden werden miissen, um Lipoide, gallensaure Salze, Gallen- 
farbstoffe und Gallenmucin schonend und vollstiindig zu beseitigen, 
ehe an die Isolierung von Aminosiiuren gedacht werden kann. 

Die Frage nach dem Vorkommen von Eiweifabbauprodukten 
kleinen Molekiils in der Galle schien mir so wichtig, daB ich ein 
Verfahren auszuarbeiten suchte, das ihre Isolierung ermdglichte. 
Nach den verschiedensten vergeblichen Versuchen, die Gallen- 
siuren und den Gallenfarbstoff méglichst vollstiindig zu beseitigen, 
fiihrte eine Fallung mit Kupfersulfat und Baryt zum Ziel, wodurch 
auch gleichzeitig das Mucin der Galle gefallt wurde. Zur An- 
wendung kam eine grébere Menge méglichst frische Leichengalle, 
und es heB sich hier Glykokoll, Tyrosin, Lysin und ein noch nicht 
vollkommen getrenntes Gemisch von Valin und Leucin isolieren 
und durch Analyse sicherstellen. Dem Einwand, daf es sich 
hier um die Produkte einer agonalen und postmortalen KiweiB- 
autolyse handele, kann folgendes entgegengehalten werden: Das 
Vorkommen eines anderen Kiwei8kérpers neben dem Gallenmucin 
wird allgemein abgelehnt, und wenn dieses selbst die Quelle 
einer solchen Aminosiiurebildung gewesen wire, hitte nicht in 
allen Portionen das Gallenmucin noch vorhanden sein diirfen, 
dies um so weniger, als die Menge der gefundenen Aminosiuren 
nicht annéhrend gedeckt werden kénnte durch die nach Angabe 
der Literatur vorhandenen Mengen Gallenmucin. Gestiitzt wird 
diese Auffassung weiter durch Versuche mit ganz frischer Rinder- 


blasengalle, die gleichfalls das Vorhandensein einer Reihe von 


Aminosiuren ergaben. 

Um das Auftreten verschiedener Aminosiiuren in der Galle 
verstiindlich zu machen, wird man sich meines Erachtens die 
Vorstellung zu bilden haben, daB es sich hier um Bausteine 
handelt, welche beim Aufbau arteigenen EiweiBes aus 
der jeweils zur Verfiigung stehenden Aminosiuremenge 
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abfallen und von der Leber durch die Galle ausgeschie- 
den werden. Es miiBte hiernach die Menge und die Art der 
Aminosiure wechseln je nach der Ernihrungsart und dem all- 
gemeinen Kérperzustand (Hunger, Wachstumsperiode, Schwanger- 
schaft usw.), und wahrscheinlich auch der Tierart. Hier wiirden 
wohl vor allem Untersuchungen an Fistelgallen unter verschiedenen 
Bedingungen der Ernihrung usw. weiteren Aufschlu8 bringen 
kénnen; sie sind bereits in Angriff genommen. 

EKiner besonderen Erwiihnung bedarf das Cholin, von dem seit 
seiner Entdeckung in der Galle durch Strecker (1862) bisher 
angenommen wurde, da8 es als ein hydrolytisches Kunstprodukt 
des Lecithins aufzufassen sei*), weswegen es auch bei Zusammen- 
stellungen der Gallenbestandteile nie aufgefiihrt wird. Bei der vor- 
liegenden Untersuchung konnte Cholin bei sehr schonendem Vor- 
gehen frei in einer Menge gewonnen werden (19,68 g in 19 Litern), 
die das 3fache an Lecithin voraussetzen wiirde, welches in der 
Literatur als Maximum in der menschlichen Blasengalle an- 


- __ 
i eemueaiins Versuchsteil. 

A. 19 Liter méglichst frische unter Ather gesammelte menschliche 
Leichengalle wurden bei der natiirlichen, schwach alkalischen Reaktion mit 
Ather derartig 2 mal ausgeschiittelt, daB auf 3 Liter Galle jedesmal 1 Liter 
verwandt wurde. Der nicht iitherlésliche Anteil wurde abwechselnd mit 
Kupfersulfat und Barytwasser véllig ausgefillt, derart, dai weitere Zusiitze 
keinen Niederschlag mehr gaben. Nach Abfiltrieren des massigen Nieder- 
schlages wurde der Barytiiberschu$ mit Kohlensiiure und das in Lésung 
gebliebene Kupfer bei schwach schwefelsaurer Reaktion mit Schwefel- 
wasserstoff beseitigt. Die im Vakuum stark eingeengte Fliissigkeit lieB bei 
Zugabe von 50°/,iger Schwefelsiiure den Rest der Gallensiuren fallen, so 
dab im Filtrat derselben mit der Pettenkoferschen Probe nur noch 
Spuren davon nachweisbar waren. Nun folgte eine Fillung mit Phosphor- 
wolframsiiure, nachdem der Schwefelsiiuregehalt mit Baryt auf etwa 5°), 
zuriickgebracht war. 

Die aus der PWS-Fiillung dargestellten freien Basen lieBen zuerst 
mit alkoholischer Pikrinsiure 54 g Cholinpikrat fallen, das nach 1 maligem 
Umkrystallisieren rein war. 

4,954 mg Subst.: 7,185 mg CO,, 2,130 mg H,O. — 6,020 mg Subst.: 
0,908 cem Ny, (21°, 747 mm). 

C,,HieN,0s Ber. C 39,72 H4,85 N 16,90 

Schmelzpunkt: 239°. Get ,, 89,60 » tai cui 


Die Verarbeitung des Filtrates vom Cholinpikrat zeigte, daB auberdem 
noch eine ganze Reihe von Kérpern vorlag, die zum Teil als Platinate, 
Goldsalze, Chloride und Pikrolonate gewonnen, aber in keinem Falle véllig 
rein dargestellt wurden, so daB ich auf nihere Angaben verzichte. Der 
positive Ausfall der Sakaguchireaktion und der Paulyschen Diazoprobe 
lie8 neben Arginin bzw. argininihnlichen Substanzen Histidin vermuten. 


.*) Vel. z. B. O. Hammarsten, Lehrbuch der Physiol. Chemie, 11. Aufl., 
S. 348 (1926). 
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Das Filtrat der PWS-Fillung wurde nach Beseitigung des Fillungs- 
mittels in bekannter Weise bei schwach schwefelsaurer Reaktion im Vakuum 
zu einem diinnen Sirup eingeengt und mit Methanol gefillt. Nach Ab- 
saugen des ausgeschiedenen Natriumsulfates wurde das Filtrat stark ein- 


| eeengt und schied groBe Mengen weiBer Krystalle ab, die im Gliihréhrchen 


das typische Verhalten des Leucins zeigten. Umfangreiche Reinigungen so- 
wohl durch fraktionierte Krystallisation der freien K6rper, wie auch Trennungs- 
versuche ihrer in Wasser zum Teil sehr schwer léslichen Kupfersalze mit 
Hilfe von Methanol, fiihrten bisher nicht zu einer volligen Aufteilung, denn 
die Analysenzahlen sowchl der Kupfersalze, wie der freien Kérper blieben 
hartniickig zwischen den fiir Leucin bzw. Valin berechneten Werten. 

Das methylalkoholische Filtrat dieser Fraktion gab mit Athanol eine 
reichliche weibe, schmierige Abscheidung, die sich im wesentlichen als 
tlykokoll erwies (6,8 g). Die Identifizierung erfolgte als Kupfersalz. 

4,837 mg Subst.: 3,905 mg CO,, 1,750 mg H,O, 1,776 mg CuO. — 
5,370 mg Subst.: 0,612 cem N, (18°, 755 mm). 

(C,H,NO,),Cu Ber. C 22,6 H 3,8 N 13,2 Cu 30,0 
Gef. ,, 22,02 ,, 405 ,, 13,27 ,, 29,33. 

B. Eine gesonderte Untersuchung von 1 Liter Galle, die im wesent- 
lichen wie oben beschrieben vorbehandelt wurde, lieferte als reine Kiérper 
unter anderem Lysin und Tyrosin. Das Lysin fand sich in der PWS- 
Fiillung nach Beseitigung des Cholins als Chloraurat und wurde als Pikrat 
isoliert und analysiert. Ausbeute an reinem Salz 50 mg. 


4,771 mg Subst.: 6,695 mg CO,, 1,970 mg H,O. — 5,290 mg Subst.: 
0,852 eem N, (17°, 747 mm). 
C,H, ,N,0,- C,H,0,N, Ber. C 38,37 H 4,56 N 18,70 


Gef. ,, 3837 ,, 4,63 ,, 18,63. 


Das Tyrosin wurde aus dem Filtrat der PWS-Fiillung, in dem es sich 
neben den andern erwiihnten sehr reichlichen Monoaminosiiuren befand, 
isoliert. Die charakteristischen Biischel feiner Nadeln zeigten intensive 
Millonprobe und waren nach dem Umkrystallisieren rein. Ausbeute 0,2 g. 


5,100 mg Subst.: 0,348 eem N, (17°, 747 mm). 
C,H, ,NO, Ber. N 7,75  Gef. N 7,89. 


Zusammenfassung. 

1, Es wird eine Methode zur Verarbeitung von Galle beschrieben, 
die die Isolierung stickstoffhaltiger Bestandteile kleinen Molekiils 
erméglicht, die zum Teil hier bisher noch nicht durchfiihrbar war. 

2. Zum erstenmal frei in der Galle aufgefunden wurden: 
Lysin, Tyrosin und Glykokoll, die simtlich gewichtsanalytisch 
identifiziert wurden; daneben ein Gemenge von Valin und Leucin 
und mehrere andere noch nicht véllig reine Kérper. 

3. Die genannten Aminosiiuren werden als Abfallstofie be- 
trachtet, deren sich der Organismus beim Umbau artfremden 
KiweiBes in arteigenes durch die Galle entledigt. 

4, Entgegen der bisherigen Auffassung wird das in einer 
Menge von mindestens 100 mg-°/, gefundene freie Cholin als in 
der Galle von vornherein vorgebildet und nicht als Kunstprodukt 
des Lecithins betrachtet. 










Uber die Bildung von Citronensaure. 
Von 


F. Knoop und C. Martius. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juli 1936.) 


Bei einer Uberlegung, welche Produkte des intermediiiren 
Stoffwechsels wohl bei der in der Natur vielfach beobachteten 
Citronensiurebildung beteiligt sein kiénnten, méchte man am ein- 
fachsten an Oxalessigsiiure und Hssigsiure denken. Der Versuch 
ist schon gemacht worden — er brachte auch uns keinen Erfolg. 
Nimmt man aber statt der Essigsiiure die viel reaktionsfihigere 
Brenztraubensiiure, liBt beide in soda-alkalischer Loésung_ bei 
niedriger Temperatur aufeinander einwirken und oxydiert das 
Gemisch nach Hollemann mit Wasserstoffsuperoxd, so wird die 
gebildete Ketonsaiure glatt in @ zu der niichst niederen Saure 
oxydiert und man kann Citronensiiure als Ca-Salz nach 20 bis 
30 Stunden bereits in Mengen von etwa 35°/, isolieren. Iden- 
tifizierung als Pentabromaceton. 

HOOC-CH,-CO + H-CH,-CO-COOH = HOOC-CH,-COH-CH,-CO-COOH 
COOH COOH 
+ H,0, = HOOC-CH,-COH-CH,-COOH 


COOH 


Angaben in der Literatur machen es wahrscheinlich, dal 
die physiologische Synthese ihnlich verléuft. Untersuchungen 
auf der Grundlage der hier aufgefundenen Reaktion sind im Gange. 

Es wire interessant festzustellen, ob eine Spaltung in um- 
gekehrter Richtung dem Organismus méglich ist. In dem Falle 
wiirde die erste Phase des Abbaues iihnlich wie bei den Zuckern 
ein nicht oxydativer Zerfall sein, der zu Oxalessigsiiure fihren 
miiBte, die ja leicht in Brenztraubensiure iibergeht. Diese und 
Kssigsiiure sind ja bisher als Abbauprodukte isoliert worden. 
Denn es léBt sich eine Erklirung der Brenztraubensiurebildung 
auf einfacherem Wege nicht leicht finden. Wir méchten auch 
diese Frage priifen. 
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Uber Kupfervergiftung und Reaktivierung 
bei enzymatischen Oxydoreduktionen. 
Von 
Bengt Andersson. 





{Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juni 1936.) 


In einer kiirzlich erschienenen Arbeit berichten Wagner- 
Jauregg und Rzeppa!) iiber Vergiftung der Glykolyse durch 
Schwermetalle und Reaktivierung derselben durch Zusatz von 
Co-Zymase. Uber den Reinheitsgrad der Co-Zymase wird nichts 
ausgesagt. Dieser kann aber nach meinen Erfahrungen von wesent- 
licher Bedeutung sein. Bei einigen Versuchen mit einem oxydo- 
reduktiven System (Acetaldehyd—Schardingerenzym—Methylenblau) 
habe ich namlich auch mit einem ziemlich reinen Co-Zymase- 
priparat (ACo-Wert = 100000) denselben Effekt hervorrufen 
kénnen, wahrend der Effekt ganz ausgeblieben ist, wenn ein noch 
reineres Co-Zymasepraparat (ACo-Wert = 400000) verwendet wurde. 
Uber diese Versuche, die in Zusammenhang mit der oben zitierten 
Arbeit vielleicht etwas Interesse beanspruchen kénnen, werde ich 
im folgenden berichten. Sie sind vor ungefaihr 1 Jahr ausgefiihrt 
worden. 

Wieland und Mitchell?) studierten schon 1931 die Ver- 
giftung des oxydoreduktiven Enzymsystems der Milch*) durch 
Kupfer sowie andere Schwermetalle. Hierbei ist Xanthin als 
Wasserstoffdonator benutzt worden. Wenn aber anstatt dessen 
Acetaldehyd verwendet wird, kommt eine noch gréBere Empfind- 
lichkeit zum Vorschein. Man kann somit solche Konzentrationen 


1) Diese Z. 240, I (1936). 

*) Liebigs Ann. 492, 156 (1931). 

*) In dieser Arbeit sind die Verfasser der Meinung, daS in Milch 
zwei verschiedene Enzyme vorliegen. Spitere Untersuchungen, u. a. von 
Booth [Biochemic. J. 29, 1732 (1935)], machen diese Auffassung weniger 
wahrscheinlich. — In der vorliegenden Arbeit wird angenommen, daB die 
Dehydrierung von Xanthin und Acetaldehyd die Wirkungen eines und 
desselben Enzyms sind, des Schardingerenzyms. 
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der Kupferlésung aufsuchen, die die Dehydrierung von Acetaldehyd 
so gut wie vollig hemmen, wiihrend sie die Dehydrierung von 
Xanthin gar nicht beeinflussen. 


Methodisches. 


Das Schardingerenzym wurde nach den Vorschriften von Wieland 
und Rosenfeld’) bereitet. Beziiglich der Zubereitung der Enzymlisung 
und Ausfiihrung der Versuche verweise ich auf eine friiher veréffentlichte 
Arbeit’). — Die Kupfersulfatlésung wurde mit etwas Citronensiiure ver- 
setzt, wodurch die Ausscheidung von alkalischen Kupfersalzfillungen bzw. 
Kupferphosphat vermieden wurde. Siimtliche Versuche wurden nach der 
Thunberg-Ahlgrenschen Methylenblaumethodik ausgefiihrt. Die Kon- 
zentrationen der Reagenzlésungen waren, wenn nichts anderes angegeben 
ist: Mb 1/9993 CuSO, 107° m; Acetaldehyd m/2; Xanthin m/400; Phos- 
phatpuffer, py = 7,4 m/10; Temperatur 30°. 


Versuch 1 
Das Volumen a Probe 1,4 cem. 























Nr 0,2 eem Mb + 0, 1 eem Enzy mldsung Entfarbungszeit 
Ps + 0,4 cem Puffer in Minuten 
1, 2 CP i ee 3 

3, 4 0,2 cem Acetaldehyd. . .. . ee 8 

5, 6 0,2 ccm Xanthin + 0,1 ccm Cuso, — 3 

i, 8 0, 2 ecm Acetaldehyd + 0,1 cem Cusv, , 5 

9, 10 0,2 cem Xanthin + 0,2 cem CuSO, .. . 3 

11, 12 0,2 cem Acetaldehyd + 0,2 cem CuSO, . Mehr als 3 Stdn. 

13, 14 0,2 cem Xanthin + 0,5 cem CuSO, .. . ~ se 


Dies Verhalten scheint zuniichst dafiir zu sprechen, daB in 
der Milch zwei verschiedene dehydrierende Enzyme vorliegen, die 
verschiedene Empfindlichkeit gegen Kupfer haben. Eine nihere 
Durchpriifung zeigt indessen, da der Effekt auf das entgiftende 
Vermégen des Xanthins durch Bildung von Xanthinkupfer zuriick- 
zufiihren ist. Denn wenn z. B. Alkoholdehydrase aus Hefe mit 
Kupfer vergiftet wird*), laBt sich hier eine Reaktivierung durch 
Xanthin hervorrufen. 

Versuch 2. 

Als Enzym wurde gut ausgewaschene Apozymase benutzt, die in 

20 Teilen Puffer suspendiert wurde. Als Substrat wurde eine 10 /,ige 


Athylalkohollésung benutzt. Das Co-Zymasepriiparat enthielt 100 Co/ecm 
und hatte einen ACo-Wert von 100000. Das Volumen jeder Probe 1,5 ccm. 


1) Liebigs Ann. 477, 32 (1930). 2) Diese Z. 235, 217 (1935). 
8) Uber Hemmung von Dehydrasesystemen durch Schwermetalle vg). 
Adler u. v. Euler, Diese Z. 232, 10 (1935). 
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‘ 0, 2 ccm Mb + 0,1 com Apozym. + 0,1 ccm Co-Zym. | Entfirbungszeit 
as + 0, Ze ecm n Athylalkohol in Minuten 
1,2 Ohue natin. a ae ee ee ae ee ee 18 
3, 4 0,6 cem CuSO, .. . . . . . . | Mehr als 3 Stdn. 
5, 6 0,6 eem CuSO, + 0,3 cem Xanthin .... . 35 
7, 8 0,3 ecm Xanthin SPS Oe ee Mehr als 3 Stdn. 
Wenn man andererseits in dem ersteren System statt Xan- 
thin Harnsiiure anwendet, erhalt man — abgesehen davon, dah 
Harnsiure an und fir sich stairker hemmt?) als Xanthin — eine 


entsprechende Entgiftung des Kupfers. 


Versuch 3. 
Harnsiiure, mit Natronlauge neutralisiert, wurde in einer 0,01 molaren 
Lisung bereitet. Das Volumen att Probe 1,2 ccm. 











\r 0,2 eem Mb + O1 ecm ‘Enzymlésung Entfirbungszeit 
oe + 0,4 e cem Puffer in Minuten 
i. 2 0,1 cem Acetaldehyd. . . Ns 4 
3, 4 0, 1eccm Acetaldehyd + 0, 2 ccm CuSO, . . | Mehr als 3 Stdn. 
», 6 0,1 eem Acetaldehyd + 0, 2 ccm CuSO, 
+ 0,2 cem Harnsiiure ‘ 9,10 
x *% 0,1 ccm Acetaldehyd + 0,2 ccm Harnsiure . 8 
9, 10 eee ee ee eee Mehr als 8 Stdn. 


Diese Purinkérper besitzen also fiir diesen Fall entgiftende 
Kigenschaften. Dagegen war vorauszusehen, daB das physiologisch 
interessante Adenin, das keine Kupferverbindungen gibt, keinen 
derartigen Einflu8 haben wiirde. Diese Substanz ist ja selbst 
ein kraftiges Gift fiir Schardingerenzym?). Beim folgenden Ver- 
such kommt somit eine hemmende Zusammenwirkung der beiden 
Substanzen zum Vorschein anstatt einer Entgiftung. 














Versuch 4. 

Konzentration der ne 10~°m. Das Volumen jeder Probe 1,2 cem. 
Nr 7 0, 1 com . Schardingerenzym + 0,2 ccm Mb Entf irbungszeit 
Nr. + 0, 4 cem Puffer in Minuten 
1, 2 0, 1 cem 1 Acetaldehyd— ere Se 
3, 4 0, 1 cem Acetaldehyd + 0, 1 cem CuSO, ; 5 
d, 6 0, 1cem Acetaldehyd + 0, ’2cem Adenin . 9 
7, 8 0, 1cem Acetaldehyd + 0, '2cem Adenin 

+ 0,1 cem CuSO, . 16 








') Uber Hemmung von Schardingerenzym durch Harnsiure vgl. Dixon 
. Thurlow, Biochemic. J. 18, 976 (1924). 

*} Coombs, Biochemic. J. 21, 1259 (1927). Dieser Verfasser hat 
Xanthin als Substrat benutzt. 


15* 














208 Bengt Andersson, 


Der Umstand, daB Adenin als Bestandteil in Co-Zymase ein. 
geht’), berechtigt also nicht zu der Annahme, daB dies Co-Enzym 
unter den oben beschriebenen Bedingungen ein kupferentgiften- 
des Vermégen besitzt. Ein Versuch mit einem Co-Zymasepriparat, 
dessen ACo-Wert 100000 war, schien aber zu zeigen, daB dies 
wirklich der Fall ist. 


Versuch 5. 
Co-Zymase wie in Versuch 2. Das Volumen jeder Probe 1,2 ccm. 




















Nr 0,1 eem Schardingerenzym + 0,2 cem Mb Entfirbungszeit 
mee + 0,4 cem Puffer in Minuten 
1, 2 0,1 cem Acetaldehyd .......... 3 
3, 4 0,1 cem Acetaldehyd + 0,2 cem Co-Zymase 6 *) 
5, 6 0,1 cem Acetaldehyd + 0,2 cem CuSO,. . Mehr als 3 Stdn. 
7, 8 0,1 cem Acetaldehyd + 0,2 cem CuSO, 

+ 0,2 cem Co-Zymase 6 








Es muB aber beriicksichtigt werden, daB auch ziemlich reine 
Priparate, die von v. Kuler und Mitarbeitern untersucht worden 
sind, einen geringen Gehalt an Schwefel gehabt haben*). Diese 
winzigen Mengen an —SH-Verbindung wiirden geniigen, das Kupfer 
zu binden und unschidlich zu machen. Ein reineres, schwefel- 
freies Praparat, das ich Herrn Prof. v. Kuler verdanke, wurde 
darum in einem neuen Versuch verwendet. Da es sich bei Ver- 
suchen mit alkalisch inaktivierter Co-Zymase‘*) herausgestellt 
hatte, daB diese auf Schardingerenzym kriftiger wirkte als die 
aktive Co-Zymase*), wurde ein Teil desselben Co-Zymasepriparats 
alkalisch inaktiviert und auf Entgiftungsvermégen gepriift. Wie 
ersichtlich, blieb der Effekt in beiden Fallen véllig aus. 


Versuch 5. 


Genaue Aufgaben beziiglich der Inaktivierung der Co-Zymase sind 
in meiner oben zitierten Arbeit angegeben. Das Co-Zymasepriparat enthielt 
100 Co/eem und hatte einen ACo-Wert von 400000. Das Volumen jeder 
Probe 1,2 ccm. 


1) y. Euler u. Myrbick, Diese Z. 177, 237 (1928). 

2) Uber Hemmung von Schardingerenzym durch Co-Zymase y¢gl. 
Andersson, Diese Z. 235, 217 (1935). 

5) Euler, Albers, Schlenk u. Giinther, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. 
Kemi 12 B, Nr. 4 (1935). 

‘) Myrbick u. Ortenblad, Diese Z. 234, 254 (1935). 

5) Andersson, a a. O. 
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Nr. 














0,1 cem Schardingerenzym + 0,2 cem Mb Entfarbungszeit 
+ 0,4 cem Puffer in Minuten 

21 0,1 com Acetaldehyd. .........4.24.-. 3 

4} 0,1 ccm Acetaldehyd +0,2ccm aktive Co-Zymase 4 

6] 0,1 ccm Acetaldehyd + 0,2 cem inaktive Co-Zymase 8 

, 8] 0,1 ccm Acetaldehyd + 0,1 cem CuSO,...... 5 

9, 10] 0,1 cem Acetaldehyd + 0,1 cem CuSO, + 0,2 ccm 

aktive Co-Zymase 8 


11, 12} 0,1 cem Acetaldehyd + 0,1 cem CuSO, + 0,2 cem 


hat. 


inaktive Co-Zymase 





Mehr als 3 Stdn. 





Zusammenfassend lift sich also sagen, daB das von mir 
benutzte reinste Co-Zymasepriparat keine Reaktivierung bei 
Kupfervergiftung in dem von mir untersuchten System bewirkt 


Dagegen haben Xanthin und Harnsiure ein 


kraftiges Ent- 


giftungsvermégen unter denselben Bedingungen gezeigt. Ein un- 
reines Co-Zymasepraparat, das ich benutzt habe, hat als Ver- 
unreinigung einen sehr wirksamen Entgiftungsstoff enthalten. 
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Darstellung von Steringlykosiden. 


Von 


H. Lettré und A. Hagedorn. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitits-Laboratorium Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juli 1936.) 


Die Konstitution der neutralen Saponine, die sich vom 
Cyclopentanoperhydrophenanthren ableiten, ist durch die Unter. 


suchungen von ‘'schesche und Hagedorn!) geklirt worden. § 


Die zuckerfreien Spaltstiicke, die Aglykone des Digitonins, Gitonins 
und Tigonins lassen sich als Oxydationsprodukte des Cholestanols 
auffassen. In den Saponinen selbst sind Hydroxylgruppen mit 


Zuckermolekiilen verbunden. Wihrend die Aglykone in Wasser f 


sehr schwer léslich sind, sind die Saponine wasserléslich. Die 


Kombination des hydrophoben Vierringskeletts mit den hydrophilen 


Zuckerresten im gleichen Molekiil bedingt die groBe Kapillar- 
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Cholestantriol. 
aktivitit der Saponine, die sich vor allem in der starken Schaum- 
kraft der waBrigen Lésung auswirkt. Ob diese Kapillaraktivitat 
zugleich auch fiir die haimolytische Wirkung der Saponine ver- 
antwortlich zu machen ist, erscheint nach Untersuchungen von 
Kofler?) nicht sicher; sie mag ihre Ursache im spezifischen Auf- 
bau des Aglykons im Saponin haben. Wir berichten im folgen- 
den tber die Darstellung von einigen Steringlykosiden, deren 
Kenntnis fiir Untersuchungen iiber himolytische Wirkung und 
Konstitution in dieser Stoffklasse niitzlich erscheint. 

Neben den Saponinen finden sich im Planzenreich als Ver- 
elnigungsprodukte von Sterinen und Zuckern noch die sog. Phyto- 
steroline, die als Sitosterin- und Stigmasteringlukoside erkannt 
werden konnten*). Diese Phytosteroline sind jedoch im Gegen- 
satz zu den Saponinen in Wasser sehr schwer léslich und zeigen 
keinerlei Saponin-eigenschaft. Das gleiche gilt von den synthetisch 
dargestellten Glucosiden des Cholesterins*) und des Ergosterins’). 
Ks erschien daher notwendig, um wasserlisliche Produkte zu 
erhalten, die Zahl der Zuckermolekiile zu vermehren oder andere 
hydrophile Gruppen einzufiihren. Wir haben das Glucosid des 
Cholesterins, des Cholesterinoxyds, des Dihydro- und Dehydro- 
ergosterins, sowie das Cholesterinlactosid dargestellt. Diese Stoffe 
sind in Wasser unléslich. Das Cholesterinoxyd-glucosid ging durch 
Krhitzen mit Essigsiureanhydrid unter Aufspaltung des Oxyd- 
ringes in das 3-Tetracetyl-3-glucosido-5-oxy-6-acetoxy-cholestan 
iiber. Den gleichen Stoff erhilt man auch bei der Glucosidierung 
des Cholestantriols und anschlieBender Acetylierung. Durch Ver- 
seilfung entsteht hieraus das Cholestantriol-3-mono-glucosid. 
Dieser Stoff zeigt eine gewisse Wasserléslichkeit und bildet stark 
schitumende Lésungen. 

Zur Darstellung der Glykoside haben wir die Sterinalkohole 
nach der Fischerschen Methode mit den entsprechenden Aceto- 
brom-zuckern und Silberoxyd umgesetzt. Um das bei der Reaktion 
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freiwerdende Wasser zu binden und Nebenreaktionen zuriick- 
zudringen, haben wir dem Reaktionsgemisch Calciumhydrid zu- 
gesetzt. Die Ausbeute laBt sich hierdurch wesentlich steigern, z. B, 
im Falle des Cholesteringlucosids von 20 auf 40°/,, beim Lactosid 
von 20 auf 38°/,. Die entstandenen Produkte waren identisch 
mit denen, die ohne Zusatz von Calciumhydrid gewonnen wurden, 
so da8 das Calciumhydrid keinerlei Umlagerungen zu bewirken 
scheint. Vander Haar®) hat bei Versuchen, das Parigenin zu 
glucosidieren, Chinolin als bromwasserstoff-abspaltendes Mittel be- 
nutzt. Die Ausbeute an Glucosid war in diesem Falle sehr gering, 
etwa 2°/,. Abnliche Erfahrungen haben wir bei der Anwendung 
dieser Methode zur Darstellung von Steringlykosiden gemacht. 

Wir méchten hier noch erwihnen, daB das Ergosterylglucosid 
nach der Ultraviolettbestrahlung keinerlei antirachitische Wirkung 
bei Ratte und Hihnchen zeigte [im Gegensatz zu den Angaben 
von Mac Corquodale, Steenbock nnd Adkins®)}. 


Beschreibung der Versuche. 


Cholesteryl-tetracetyl-glucosid. 2 g Cholesterin, 2 g Acetobrom- 
glucose, 2 g Silberoxyd und 1,5 g Calciumhydrid werden mit 100 ccm 
absolutem Ather versetzt. Die Mischung wird 8 Stunden unter Riickfluf 
gekocht. Die Atherlésung wird durch eine Extraktionshiilse filtriert, der 
Silberoxyd-schlamm noch mit siedendem Ather extrahiert. Die vereinigten 
itherischen Lésungen werden abgedampft, der Riickstand wird in 50 ccm 
Alkohol gelést. Zu dieser Lésung gibt man unter Eiskiihlung tropfenweise 
alkoholische Kalilauge, bis die Lésung deutlich alkalisch reagiert. Der 
ausgeschiedene Niederschlag wird abfiltriert und mit kaltem Alkohol 
gewaschen. Er wird dann in Wasser aufgeschlimmt und solange auf dem 
Wasserbad erwirmt, bis das nach mehrmaligem Dekantieren erneuerte 
Waschwasser keine Farbung mehr zeigt. Der gereinigte Niederschlag wird 
abfiltriert, getrocknet und durch Extraktion mit absolutem Ather von 
unveriindertem Sterin befreit. Das gewonnene Produkt wird zur Ausbeute- 
bestimmung gewogen. Ausbeute 1,15 g. Die weitere Reinigung erfolgt am 
besten durch Acetylierung. 0,5 g des Produktes werden mit 0,5 g wasser- 
freiem Natriumacetat in 20 cem Essigsiiureanhydrid 1 Stunde im gelinden 
Sieden gehalten. Nach dem Erkalten wird die Lésung in 250 cem Wasser 
gegossen und der entstandene Niederschlag abfiltriert. Es wird nach dem 
Trocknen aus Ather und Methanol umkrystallisiert. Das Tetracetylchol- 
esteryl-glucosid bildet lange Nadeln vom ‘Schmelzp. 159—160°. Ausbeute 
an reinem Produkt 0,41 g. 


24,2 mg Subst. in 2 cem Cloroform. « = — 0,28% 1=1 dm. 
[a]3® =— 23,1° 

3,116 mg Subst.: 7,880 mg CO,, 2,555 mg H,0O. 

C,,H,.0,, Ber. C 68,67 H 9,01 Gef. C 68,97 H 9,18. 
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Ein ohne Zusatz von Calciumhydrid gewonnenes Priiparat zeigte den 
Schmelzp. 159—160° und [a]}9=— 23,7° 

Dihydro -ergosteryl-tetracetyl-glucosid. Aus 2,5g Dihydro-ergo- 
sterin wurden nach der zuvor beschriebenen Methode 0,6g des Roh- 
produktes von Dihydro-ergosteryl-glucosid erhalten. Durch Acetylierung 
und Umkrystallisation aus Ather-Methanol erhélt man das Tetracetyl- 
glucosid in feinen Nadeln, die bei 187—188° schmelzen. 


27,8 mg Substanz in 2cem Chloroform. « = — 0,279 1=1dm. 
19 = — 19,49, 


3,169 mg Subst.: 8,605 mg CO,, 2,500 mg H,0O. 
CisH,0, Ber. C 69,19 H885 Gef. C 69,41 H 8,83. 


Dehydro-ergosteryl-tetracetyl-glucosid. Aus 2,5 g Dehydro-ergo- 
sterin wurden nach der zuvor beschriebenen Methode 0,6 g des Rohproduktes 
an Dehydro-ergosteryl-glucosid erhalten. Durch Acetylierung und Unm- 
krystallisation aus Ather-Methanol wurden feine Nadeln vom Schmelz- 
punkt 167—168° erhalten. 


20,5 mg Subst. in 2cem Chloroform. «=+0,64°% 1=1dm. [a}}§ = 
+ 62,4° 

Beim Eindunsten der Mutterlaugen wurde eine Substanz vom Schmelz- 
punkt 159—160° isoliert, der sich beim weiteren Umkrystallisieren nicht 
iinderte. 

17,5 mg Subst. in 2cem Chloroform. a=+0,53° 1=1dm. [e]}® = 
+ 60,0°% 

4,664 mg Subst. (Schmelzp. 167°): 11,825mg CO,, 3,500mg H,O. — 
4,960 mg Subst. (Schmelzp. 159°): 12,570 mg CO,, 3,780 mg H,0O. 


| [o)), 


Outre Ber. C 69,57 H 8,35 
Subst. (Schmelzp. 167°) Gef. ,, 69,18 »» 8,40 
Subst. (Schmelzp. 159°) ,,  ,, 69,16 ») 8,58. 


Cholesteryl-heptacetyl-lactosid. Aus 4 g Cholesterin wurden durch 
Umsetzung mit Aceto-brom-lactose wie zuvor beschrieben 2,7 g Rohlactosid 
gewonnen. Das Rohprodukt wurde acetyliert und aus Methanol umkry- 
stallisiert. Das Cholesteryl-heptacetyl-lactosid bildet feine Nidelchen, die 
bei 195° schmelzen. 


25,8 mg Subst. in 2cem Chloroform. «=—0,21% 1=1dm. [aji}9= 
- 16,3°, 


3,130, 2,992 mg Subst.: 7,300, 6,980 mg CO,, 2,210, 2,070 mg H,0. 
CssHg0,, Ber. C 63,31 H 802 Gef. C 63,61, 63,63 H 7,90, 7,74. 


Cholesteryl-lactosid: Dargestellt durch Verseifung des Acetats 
in der Kilte mit alkoholischer Kalilauge. Aufarbeitung wie oben. Durch 
Lésen in Pyridin und vorsichtiges Anspritzen mit Wasser fillt es in feinen 
Flocken aus, die unter dem Miskroskop als Nadelbiischel erkennbar waren. 
Das Lactosid schmilzt iiber 260° unter Zersetzung. Es ist unléslich in 
Wasser und in Ather, schwer léslich in Alkohol, leichter léslich in Pyridin. 


10,6 mg Subst. in 2cem Pyridine o =—0,20° 1=1dm. [a]i§ = 
— 37,89 
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3,090 mg Subst.: 7,470 mg CO,, 2,650 mg H,O. 
CooHeg9,, Ber. C 65,87 H 9,34 Gef. C 65,60 H 9,60. 


3-Tetracetyl -3-glucosido-5-oxy-6-acetoxy-cholestan. Cholesterin- 
oxyd-glucosid wurde nach der iiblichen Methode dargestellt durch Um. 
setzung von Cholesterinoxyd mit Acetobromglucose. Das Reaktionsproduki 
wurde mit Essigsiureanhydrid und Natriumacetat erhitzt. Das acetylierte 
Produkt wurde mehrmals aus Ather—Alkohol umkrystallisiert. Es bildet 
Nadeln vom Schmelzp. 212—213°. 


21,2 mg Subst. in 2ccm Chloroform. « =—0,28°. 1=1dm. [a]}* = 
— 26,4° 

3,015, 2,973 mg Subst.: 7,210, 7,115 mg CO,, 2,320, 2,297mg H,0O. 
C,sHgs0,, Ber. C 65,11 H 8,67  Gef. C 65,22, 65,27 H 8,61, 8,65. 
Fiir Cholesterinoxyd-tetracetyl-glucosid C,,H,,0,,: Ber. C 67,16 H_ 8,67. 
Bei der Umsetzung mit Essigsiiureanhydrid ist also der Oxydring unter 
Addition von Essigsiure aufgespalten worden. 

Das gleiche Produkt konnte aus dem Rohprodukt, das bei der Um- 
setzung von Cholestantriol mit Acetobromglucose erhalten, nach der Acety- 
lierung durch fraktionierte Krystallisation erhalten werden. Ebenso ent- 
steht es bei der Einwirkung von Benzopersiiure auf Cholesteryl-tetracety|- 
glucosid und anschlieBender Acetylierung. 

Cholestantriol-3-monoglucosid: 1g Substanz vom Schmelzp. 213° wurde 
mit einer Lésung von 0,2 ¢ Natrium in 30cem absolutem Alkohol 4 Stdn. 
auf dem Wasserbad erwirmt. Der Alkohol wurde nahezu vdllig abgedampft 
und der Riickstand mit Wasser behandelt. Es bildet sich eine kolloidale 
Lésung, die nach Zugabe von Essigsiure koaguliert. Um das Schiiumen 
der Lésung zu verhindern, wurde etwas Ather hinzugefiigt. Nunmebr ist 
der Niederschlag gut filtrierbar. Er wurde getrocknet und in wenig Pyri- 
din gelist. Setzt man dieser Liésung in der Hitze vorsichtig Alkohol zu, 
so scheiden sich nach lingerem Stehen feine Nadeln ab. Nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren in der gleichen Weise erhilt man so das reine Glucosid. 
Es schmilzt bei 263—265° unter Zersetzung. 

5,170 mg Subst.: 12,785 mg CO,, 4,650 mg H,O. 

C,3H,.9, Ber. C 67,99 H 10,04 Gef. C 67,45 H 10,06. 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XIII. 


Verschiedenheit von Alkohol- und Triosephosphorséure-Apodehydrase. 
Von 


H. v. Euler, E. Adler und S. Kyrning. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1936.) 


In der vorangehenden Mitteilung dieser Untersuchungsreihe }) 
war als eine der wesentlichen Folgerungen hervorgehoben worden, 
daB die Co-Zymase bei der alkoholischen Girung als Wasserstoff- 
iibertriger fungiert, und zwar in folgender Weise: Co-Zymase, als 
prosthetische Gruppe einer Apodehydrase, dehydriert Triosephos- 
phorsiiure zu Phosphoglycerinsiure und geht dabei selbst in Di- 
hydro-Co-Zymase iiber. Die gebildete Dihydro-Co-Zymase, getragen 
von der ,,Alkohol-apodehydrase“, wird durch den aus Phospho- 
glycerinsiure (auf dem Wege Phosphoglycerinsiure -> Phospho- 
brenztraubensiure - Acetaldehyd) gebildeten Acetaldehyd zu Co- 
Zymase reoxydiert, wobei der Acetaldehyd in das Endprodukt 
Athylalkohol iibergeht. 

Unter dem Gesichtspunkt einer genauen Analyse des 
Ineinandergreifens der Enzym-Co-Enzymsysteme beim Kohlen- 
hydratabbau ist nun folgende Teilfrage von Wichtigkeit: Ist die 
Apodehydrase des Wasserstoff-liefernden Systems (die Triosephos- 
phorsiiure-apodehydrase) identisch mit der Apodehydrase des 
Wasserstoff-aufnehmenden Systems, welche die Acetaldehyd- 
reduktion durch Dihydro-Co-Zymase vermittelt, oder sind diese 
beiden Apodehydrasen voneinander verschieden? Die Annahme 
der einen oder der anderen Alternative fiihrt zu einer ver- 
schiedenen Formulierung fiir den Weg der Wasserstoffiibertragung: 
Fiir den Fall der Identitit haben wir ein ,,Ein-Enzym-Schema“ 
aufgestellt (Schema A der XII. Mitteilung dieser Reihe, vgl. dort 

1) XII. Mitteilung, H.v. Euler, E. Adler u. H. Hellstrém, Diese Z. 
241, 239 (1936). 
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S. 255). Fir den Fall einer Verschiedenheit der beiden Apo- 
dehydrasen muB eine Wanderung des Wasserstoffs von der einen 
zur anderen Apodehydrase angenommen werden; dies kann ent- 
weder erfolgen auf Grund der Dissoziationsgleichgewichte zwischen 
den Apodehydrasen einerseits und der reduzierten bzw. nicht- 
reduzierten Co-Zymase andrerseits (Schema B der XII. Mitteilung), 
oder es wird Flavinenzym als Wasserstoffiibertriger zwischen 
Donator- und Acceptorsystem eingeschaltet (Schema C und D der 
XII. Mitteilung). 
Die Apodehydrase DA des Acceptorsystems 


Acetaldehyd + D4-CoH, <—™ Athylalkohol + D4-Co 


ist von uns eingehend studiert worden. Sie wurde bisher allge- 
mein als Alkohol-dehydrase bezeichnet, weil sie als solche im in 
vitro-Versuch untersucht wurde. Im biologischen System, ins- 
‘besondere bei der alkoholischen Girung, besteht ihre Funktion 
jedoch offenbar in der Katalyse der Umkehrung des Alkohol- 
dehydrierungs-vorgangs, d.h. der Acetaldehyd-Hydrierung. 
Die ,,Alkohol-dehydrase“ wird in der Ausiibung dieser Funktion 
zur ,,Acetaldehyd-Hydrese“. 

Die Apodehydrase der Triosephosphat-dehydrierung ist kiirz- 
lich beschrieben, aber der Beweis fiir oder gegen eine Identitiit 
mit der Alkohol-dehydrase war offen gelassen worden. Jedoch ist 
bereits mitgeteilt worden (Anm. 1, 8.268), daB es durch priparative 
Bearbeitung der Dehydrasegemische gelang, den Nachweis der 
Verschiedenheit von Alkohol- und Triosephosphorsiaure- 
apodehydrase zu fiithren. In der vorliegenden Mitteilung soll 
iiber die Durchfiihrung dieses Nachweises berichtet werden. 


Ergebnisse. 


Dehydrasepriparate, die aus Trockenhefe-extrakt oder aus 
Autolysesaft von Frischhefe durch Ausfallen mit Alkohol oder 
Aceton gewonnen sind, enthalten regelmaBig die Apodehydrasen 
der Alkohol- sowohl wie der Triosephosphorsiure-dehydrierung. 
Es wurde deshalb versucht, durch weitere Umfallungen oder 
durch andere Reinigungsoperationen, z. B. durch Adsorption und 
Elution, eine Trennung der beiden Wirkungen zu erzielen. Beide 
Apodehydrasen sind durch sehr grofe Léslichkeit in Wasser aus- 
gezeichnet, was ihre priparative Bearbeitung recht erschwert. So 
fiihrten Adsorptionsversuche, die z. B. bei der schwerer léslichen 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XIII. 917 


Apodehydrase der Robisonester-dehydrierung von Erfolg waren’), 
bisher nicht zum Ziel. Wiederholte Umfillungen aus wiBriger 
Lésung mit Alkohol oder Aceton erwiesen sich als gleich schidlich 
fiir beide Apodehydrasen. Dagegen gelang es, durch Umfaillung 
mit Ammonumsulfat Apodehydrase-praiparate zu erhalten, die nur 
noch Alkohol, aber nicht mehr Triosephosphorsdiure als Substrat zu 
verwerten vermochten. 

Neben der Dehydrierung der beiden genannten Substrate wurde 
in allen Versuchen auch die Verwertung von Hexosediphosphor- 
siure verfolgt, und es konnte die bereits in der vorhergehenden 
Mitteilung ausgesprochene Auffassung bestatigt werden, daB eine 
Methylenblauentfairbung in Gegenwart von Hexose-diphosphorsiure 
als Substrat nur dann stattfindet, wenn das Enzymsystem die beiden 
Komponenten Zymohexase*) und Triosephosphorsiure -dehydrase 
enthilt. Es findet also in den angewandten Enzympriparaten 
aus Hefe eine direkte Dehydrierung von Hexose-diphos- 
phorsiure nicht statt, sondern das eigentliche Wasserstoff- 
liefernde Substrat ist die mit der Hexose-diphosphorsiure im 
Gleichgewicht stehende Triose-phosphorsiure. Extrakte aus 
Trockenhefe liefern bei der Fallung mit organischen Liésungs- 
mitteln immer solche Dehydrase-Dauerpriiparate, welche Zymo- 
hexase enthalten; dagegen sind entsprechende Fillungen aus 
Autolysesaft von Frischhefen meistens sehr arm an Zymohexase. 


Wir konnten also durch Verwendung verschiedenen Ausgangs- 
materials sowie durch Anwendung verschiedener Freilegungs- 
methoden und anschlieBende Ausfaillung und Umfillung der De- 
hydrasengemische zu Priiparaten gelangen, die sich in bezug auf 
ihr Verhalten gegen die drei untersuchten Substrate in 3 Gruppen 
einteilen lassen. 


Gruppe I: Im Methylenblauversuch aktiv gegen Alkohol, 
Hexose-diphosphat und Triose-phosphat. 

Gruppe II: Im Methylenblauversuch aktiv gegen Alkohol, 
maktiv gegen Hexose-diphosphat, aktiv gegen Triose-phosphat. 

Gruppe III: Im Methylenblauversuch aktiv gegen Alkohol, 
maktty gegen Hexose-diphosphat und Triose-phosphat. 

Die Méglichkeit der Darstellung von Dehydrasepriparaten 
der Gruppe III beweist die Verschiedenheit von Alkohol- und 


*) H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 235, 122 (1935). 
*) Meyerhof u. Lohmann, Biochem. Z. 273, 415 (1934). 
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Triosephosphat-apodehydrase. Die Existenz von Priparaten der 
Gruppe II und III, sowie die T'atsache, daB nur Priparate der 
Gruppe I Zymohexase enthalten (vgl. 8S. 223), beweisen, daB zur 
Dehydrierung von Triose-phosphat Zymohexase nicht notwendig 
ist, daf aber andererseits eine Verwertung von Hexose-diphosphor- 
siure nur bei gleichzeitiger Anwesenheit von Zymohexase und 
Triose-phosphorsaure-apodehydrase stattfindet. 

Im folgenden sei die Darstellung und das Verhalten von 
Dehydrasepriparaten der drei genannten Gruppen an einigen 
typischen Versuchsbeispielen beschrieben. 

Substrate: 0,1 mol. Athylalkohol, 0,1 mol. Hexose-diphosphorsiiure 
und Dioxyaceton-phosphorsiure. Priiparate und Lésungen fiir die Versuche 
wie in der XII. Mitteilung, S. 262 angegeben. 

Flavinenzym, nach Warburg und Christian‘) dargestellt und 
nach der Chloroformmethode gereinigt. Fiir die Thunbergversuche 
kommt eine Lésung von 0,3 g in 10 ccm Wasser zur Verwendung. — 
Co-Zymase, im hiesigen Institut von Herrn Dr. Schlenk nach der kiirz- 
lich beschriebenen Methode*) dargestellt und durch Adsorptionsanalyse 
gereinigt. — Jeder Versuchsansatz enthilt 100 Co-Einheiten. 


Versuch 1. 


Darstellung von Apodehydrase-praparaten der Gruppen I und II 
aus Trockenhefe. 


ikg Trockenhefe, hergestellt aus Brauereihefe der Miinchens Bryggeriet, 
Stockholm, wird mit der 3 fachen Menge Wasser 3 Stunden auf 35° erwiirmt 
und zentrifugiert. Der erhaltene Saft (1150 ccm) wird unter kriftigem Riihren 
und Eiskiihlung mit '/, seines Volumens (385 cem) eiskaltem Aceton langsam 
gefillt. Die Fillung wird abzentrifugiert, mit Aceton und Ather getrocknet. 
Die iiberstehende Fliissigkeit wird noch 2 mal in der gleichen Weise mit 
je 385 cem Aceton gefillt, und so werden 3 Trockenpriparate erhalten. 
Fraktion 1 4,43 g, Fraktion 2 32,0 g, Fraktion 3 7,5 g. Die erste Fraktion ist 
sehr arm an Dehydrasen; Fraktion 2 und 3 sind enzymatisch gut wirksam, 
am aktivsten ist Fraktion 3. Sie wurde zur weiteren Reinigung verwendet: 

Umfillung mit Ammoniumsulfat. 6g von Fraktion 3 werden mit 
50 eem Wasser gut verrieben und unter Zusatz von einigen Tropfen Octy]- 
alkohol 1/, Stunde geschiittelt. Nach dem Zentrifugieren erhilt man die 
Ausgangsliésung, die mit n bezeichnet werden soll. Sie wird im Thunberg- 
versuch auf ihre Dehydrasewirksamkeit gepriift (Tab. 1, Versuch 1—3). 
35 eem von Lésung ,n“ werden mit Wasser auf 100 cem verdiinnt. Die 
Lésung enthilt nun 0,0343 g Trockensubstanz per Kubikzentimeter. 99 ccm 
der verdiinnten Lésung werden mit dem gleichen Volumen von bei Zimmer- 
temperatur gesittigter Ammonsulfatlésung versetzt. Nach einigem Stehen 
wird zentrifugiert. Die halbgesittigte iiberstehende Lésung (194 cem) wird 
mit dem gleichen Volumen gesittigter Ammonsulfatlésung neuerdings versetzt. 


_ ) Biochem. Z. 266, 377 (1983). 
’) Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 240, 113 (1936); Euler u. 
Schlenk, Sv. kem. Tidskr. 48, 135 (1036). 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XIII. 919 


Nach dem Zentrifugieren wird die mit Ammonsulfat °/, gesiittigte Lésung 
(380 cem) nun mit festem Ammonsulfat gesiittigt und die neu auftretende 
Fillung abzentrifugiert. Die bei Halbsittigung erhaltene Fillung wird mit 
n,, die bei */,-Sittigung erhaltene mit n, und die bei Totalsittigung er- 
haltene Fallung mit n, bezeichnet. Die Liésungen der 3 Fiillungen in je 
10 cem Wasser werden 6 Stunden aus Cellophanhiilsen gegen flieBendes 
Wasser dialysiert. 

Die Wirksamkeit der drei Lésungen im Piuiibererexsech gegen 
Alkohol, Hexose-diphosphorsiure und Dioxyaceton-phosphor- 
siure ist in Tab. 1 wiedergegeben. 

Zusammensetzung der Ansitze in siimtlichen Thunberg- 
versuchen: 0,25 ccm Substrat; 0,25 cem Enzymlésung; 0,25 cem Flavin- 
enzym; 0,25 ecm Co-Zymase; 0,25 eem 0,5 mol. Phosphatpuffer py = 7,6; 
0.25 cem Wasser; 0,50 cem Methylenblau 1 : 5000. 

Die Spontanentfiirbungszeit in Versuchen ohne Substrat war bei allen 
hier verwendeten Dehydrasepriparaten sehr groB, d. h. der Gehalt der 
Priiparate an eigenen Substraten war zu vernachliissigen. Diese Kontroll- 
versuche sind in den Tabellen fortgelassen; ferner sei beziiglich der Kontroll- 
versuche tiber die Notwendigkeit von Co-Zymase und Flavinenzym in den 
angewandten Systemen auf die friiheren Arbeiten') verwiesen. 











Tabelle 1. 

Entfirbun szeit in pnenen mit 

Versuch | Apodehydrase- |— : ahr 

We lésun Hexose- | | Dioxyaceton- 

5 Alkohol diphosphat | _phosphat 

oe n “15 2,5 1 
4, 5, 6 n, 14 112 D4 
7, 8 9 Ny 8 320 16 
10, 11, 12 Ng 68 > 360 130 








Aus den Ergebnissen von Versuch 1 geht hervor, daB die 
| Ausgangslésung n als Dehydrasepriparat der Gruppe I eine sehr 
starke Aktivitit gegeniiber allen drei Substraten entfaltet. Die 


| Ammonsulfat-Umfallung hat zu einer starken Schiidigung der 
| Enzymwirkung gefiihrt. Jedoch ist es deutlich, daB beide Apo- 


dehydrasen in der mittleren Fraktion, d. h. bei einer Ammon- 
sulfatkonzentration von 75°/, bevorzugt ausgefillt worden sind. 
Die Verwertung von Hexose-diphosphat durch die Lésung n, ist 


jedoch praktisch gleich Null. Wurde zum Vergleich in einem 
_ Kontrollversuch eine Probe der Ausgangslésung n so weit ver- 
diinnt, bis die Entfairbungszeit im Alkoholversuch 8 Minuten be- 


trug, so waren die Entfirbungszeiten bei Anwendung derselben 
Enzymverdiinnung gegeniiber Hexose-diphosphat 24 Minuten und 
gegentiber Dioxyaceton-phosphorsiure 7 Minuten. Hs ist also durch 
die Ammonsulfatumfallung eine Komponente der Enzymlésung 
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zerstort oder entfernt worden, welche fiir die Methylenblauentfarbung 
durch Hexose-diphosphat notwendig ist. DaB diese Komponente 
identisch mit der Zymohexase ist, wird weiter unten (S. 222) ge. 
zeigt. Praparat n, gehért also der Gruppe IT an. 


Versuch 2, 
Darstellung von Apodehydrasepraparaten der Gruppe II 
aus frischer Unterhefe. 

15 Liter Brauereihefe der Hamburger Bryggeriet, Stockholm, wurde 
gewaschen, abgeschleudert und abgepreBt. Die gepreBte Hefe wurde mit 
1/, des Gewichtes Essigester verriihrt und durch 20stiindiges Schiitteln 
autolysiert. Nach Zentrifugieren und Filtrieren wurden 618 ccm Autolysesaft 
gewonnen, die 3 mal mit je 206 ccm Aceton in der Kilte und unter Riihren 
gefillt wurden. Die drei Fraktionen, mit Aceton und Ather getrocknet, 
wogen 8,33 bzw. 13,35 bzw. 1,06 g. 3g der mittleren Fraktion wurden in 
50 cem Wasser aufgenommen und nach ’/, stiindigem Schiitteln wurde zen- 
trifugiert: Lésung C, 1 cem = 0,045 g Trockensubstanz. 40 cem der 
Lésung C wurden mit dem gleichen Volumen gesittigter Ammonsulfat- 
lésung versetzt; da keine Fillung auftrat, wurde mit weiteren 80 cem Ammon- 
sulfatlésung die (NH,),SO,-Konzentration auf 75°/, gebracht: Faéllung C,. 
Nach dem Abzentrifugieren wird mit festem Ammonsulfat gesiittigt. 
Fillung C,. C, und C, werden in Wasser gelést und 12 Stunden durch 
Cellophan dialysiert; Lésung C, 32,5 cem, 0,0104 g Trockensubstanz per 
Kubikzentimeter; Liésung C, 34,5 ccm. Die Ausgangslésung C, sowie (, 
und C, wurden wiederum in Thunbergversuchen miteinander ver- 
glichen (Tab. 2). 

















Tabelle 2. 
Entfairbungszeit in Minuten mit 
Versuch | Apodehydrase- . 2 tee | a : 
Nr. lésun Hexose- | Dioxyaceton- 
S Alkohol diphosphat | phosphat 
1, 2, 3 C 3 | 6 | 18 
4, 5, 6 C, 4,5 >180 | 24,5 
‘/_e c 9 | >180 sO 58 








Es ergibt sich, daB die Alkoholdehydrase und die Triose- 
phosphatdehydrase erst bei einer Ammonsulfatkonzentration von 
75°/, gefallt worden sind. Was die Verwertung von Hexose- 
diphosphat betrifft, so zeigt im Gegensatz zum vorhergehenden 
Versuch bereits die Ausgangslésung (C) eine geringe Aktivitiit, 
die bei der Umfiallung ganz verschwindet. 


Versuch 3. 


Darstellung von Apodehydrasepraparaten der Gruppe III 
aus Trocken-Unterhefe. 
Aus 640 g Trockenhefe, dargestellt aus Unterhefe der Hamburger 
Bryggeriet, Stockholm, wurde wie in Versuch 1 Mazerationsaft bereitet, 
der 3mal mit *'/; seines Volumens Aceton gefallt wurde. Von der dritten 
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Fraktion (5,12 g) wurden 2,5 g mit 50 ccm Wasser extrahiert: Ausgangs- 
iisung R. Durch fraktionierte Fallung mit Ammoniumsulfat wurden 
3 Fraktionen erhalten: Bei Halbsittigung Fillung R,, bei °/,-Siattigung 
Fillung R,, bei Totalsittigung R,. Die Fraktionen R,—R,, in je 20 cem 
Wasser gelést, wurden 11 Stunden durch Cellophan dialysiert. Die Wirk- 
samkeit der Lésungen geht aus T'ab. 3 hervor. 


Tabelle 3. 





Entfirbungszeit in Minuten mit 
Versuch eee Li nae 
Nr. lésung Alboke) Hexose- Dioxyaceton- 
diphosphat phosphat 


2 | 24 24 








1, 2, 8 R 

4, 5, 6 R, 10 | > 180 > 180 
1, 8 9 R, 200 | > 180 >180 
10, 11, 12 R, > 180 | > 180 >180 


Die Darstellung der Enzymfraktionen in Versuch 3 entspricht 
genau dem Verfahren von Versuch 1. Es wurde lediglich die 
Hefe einer anderen: Brauerei verwendet. Wie aus der Tab. 3 zu 
entnehmen ist, ist schon die erste Ammonsulfatfraktion vollig 
fre. von Trrosephosphorsiuredehydrase und nur noch rmstande, 
Alkohol anzugreifen. Es liegt hier ein Apodehydrasepriparat der 
Gruppe IIT vor. Die beiden letzten Ammonsulfatfaillungen sind 
auch inbezug auf Alkoholdehydrase fast oder ganz inaktiv. Die 
Unwirksamkeit gegeniiber Hexose-diphosphat ist verstiindlich aus 
der Tatsache, daB keine Triose-phosphorsiiure-apodehydrase vor- 
handen ist; wie weiter unten gezeigt wird, fehlt aber in diesen 
Fraktionen auch Zymohexase. Im folgenden Versuch wird ein 
auf Alkohol spezitisch eingestelltes Priiparat beschrieben, das 
aus autolysierter Frischhefe gewonnen wurde. 


Versuch 4. 


Darstellung von Apodehydrase der Gruppe III 
aus frischer Unterhefe. 


(rewaschene und abgepreBte Unterhefe der Hamburger Bryggeriet 
wird mit Essigester autolysiert, wie in Versuch 2 beschrieben. Die Fallung 
des Autolysesaftes geschieht zum Unterschied von Versuch 2 mit Alkohol 
an Stelle von Aceton: 475 ccm Autolysesaft wurden 2 mal nacheinander mit 
je 350 cem 96°/,igem Alkohol unter Eiskiihlung und Riihren gefillt. Die 


| beiden Fraktionen, mit absolutem Alkohol und Ather getrocknet, wogen 
16,3 baw. 5,9 g. 1g der 2. Fraktion wurde mit 50 cem Wasser extrahiert, 


der Extrakt, als Lésung B bezeichnet, enthielt 0,0134 g Trockensubstanz 
per Kubikzentimeter. 40 ccm der Lésung B, mit dem gleichen Volumen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLII. 16 











999, H. v. Euler, E. Adler und S. Kyrning, 


a 


gesiittigter Ammonsulfatlésung versetzt, gaben eine nur sehr unbedeutende 
Fillung, die nicht abgetrennt wurde. Es wurden direkt weitere 80 cen 
Ammonsulfatlésung zugesetzt, und die nunmehr auftretende Fillung B, 
wurde abzentrifugiert. Die Lésung lieferte nach Totalsiittigung mit festey 
Ammonsulfat eine weitere Fillung B,. B, und B, wurden in Wasser 
gelést und 17 Stunden durch Cellophan dialysiert. Ihre Wirksamkeit geht 
aus ‘Tab. 4 hervor. 


Tabelle 4. 

















5 Entfirbungszeit in Minuten mit 
Versuch | Apodehydrase- |— ceded pisbentet 
Nr. lésun _ _Hexose- | Dioxyaceton 
, Alkohol diphosphat | phosphat 
1, 2, 8 B 4 | 25 37 
4, 5, 6 b, 8 >180 > 180 
7, 3,9 B, >180 >180 >180 





Dieser Versuch stellt einen weiteren Beleg dafiir dar, dab 
Alkohol-apodehydrase und Triosephosphat-apodehydrase zwei ver- 
schiedene Enzymindividuen sind. 


Notwendigkeit von Zymohexase fiir den Abbau von Hexose-diphosphat. 
Um die bereits friiher geiiuBerte Ansicht zu bestiitigen, dab 


in unseren Enzympriiparaten aus Hefe eine direkte Dehydrierung f 


am Hexose-diphosphat-Molekiil nicht stattfindet, sondern dab 
dann, wenn eine Methylenblau-entfirbung in Gegenwart von 


Hexose-diphosphat eintritt, immer primir eine Spaltung des § 
Hexose-diphosphats zu Triose-phosphorsiiure und erst sekundit § 


eine Dehydrierung der gebildeten Triose-phosphorsiure erfolgt, 


haben wir in Dehydrasepriiparaten der Gruppen I—III Zymo-f§ 


hexasebestimmungen ausgefiihrt. Beziiglich der Methodik se 
auf die XII. Mitteilung’) dieser Reihe, 8. 267 hingewiesen. Als 
Dehydrasepriiparat der Gruppe I kam eine Acetonfallung aus 
Hefemazerationssaft zur Verwendung; als Beispiel eines Priaparates 
der Gruppe II wurde eine Acetonfiallung aus Unterhefeautolysat 


herangezogen, und die Gruppe III ist durch die in Versuch) F 


beschriebene Fraktion R, vertreten. Die folgende Tab. 5 enthiilt 
die Entfirbungszeiten, die in den Thunbergversuchen mit dev 
3 Dehydraselésungen gegeniiber Alkohol, Hexose-diphosphat und 
Dioxyaceton-phosphat erhalten wurden; auf der anderen Seite 1s! 


der Zymohexasegehalt der Dehydraselésungen angegeben in Prozeut f 
alkali-verseifbar gewordenen Hexose-diphosphat-Phosphors nach #U f 


und 120 Minuten Incubationszeit. 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XIII. 


Tabelle 5. 








Apodehydrasegehalt |Zymohexasegehalt 
" Entfirbungszeit in °/, alkali-verseifbarer 
Nr — Min. mit ; P nach 
3 dsung , lanes flies i 
| Hexose- | Dioxy- | oar: | 10m w: 
es Alkohol | digh. | scctonph. 30 Min. | 120 Min. 
1 a (Gruppe Jf 12 | 21 31 9,5 10 
2 b (Gruppe II) 8 140 24 0,2 0,9 
3 | R, (Gruppe IID 10 > 180 >180 0,2 — 











Nur das Dehydrasepriparat der Gruppe I enthalt Zymo- 
hexase; das Gleichgewicht Hexose-diphosphat ~~ Dioxyaceton- 
phosphat wird durch die Lésung a innerhalb von 30 Minuten ein- 
gestellt. Es ist deshalb verstindlich, daB Lésung a durch das 
Zusammenwirken von Zymohexase und ‘Triose-phosphorsiure- 
dehydrase Hexose-diphosphat als Donator zu verwerten vermag. 
Dehydrasepriparat b, welches zwar Triose-phosphorsiure-dehy- 
drase enthilt, ist unwirksam gegen Hexose-diphosphat. Die EKr- 
klirung hierfiir liegt darin, daB das Priparat b keine oder nur 
iiuBerst wenig Zymohexase enthilt; nach 120 Minuten Reaktions- 
dauer ist nur ein sehr kleiner Bruchteil des eingesetzten Hexose- 
diphosphat-P alkali-verseifbar geworden. Priparat R,  ent- 
hilt ebenfalls keine Zymohexase, aber in diesem Falle ist eine 
Hexose-diphosphat-Verwertung schon deshalb unméglich, weil auch 
die ‘T'riose-phosphat-apodehydrase fehlt. 

Ks wire eine weitere Aufgabe, nachdem die Abtrennung 
der Triose-phosphat-apodehydrase von der Alkohol-apodehydrase 
durchgefiihrt ist, auch ein Enzympriiparat zu gewinnen, welches 
nur Triose-phosphat, nicht aber Alkohol angreift. Allem Anschein 
nach ist aber die Triose-phosphorsiiure-apodehydrase empfind- 
licher als die Alkohol-apodehydrase und ihre Isolierung diirfte 
mit erheblichen Schwierigkeiten verkniipft sein. 


Zusammenfassend kann folgendes hervorgehoben werden: 
Ks gelang, Apodehydrase-priparate aus Hefe darzustellen, welche 
nach Erginzung durch Co-Zymase und Flavinenzym im anaeroben 
Dehydrierungsversuch mit Methylenblau als Acceptor spezifisch 
wirksam waren gegeniiber Alkohol als Substrat, dagegen unwirksam 
gegentiber Dioxyaceton-phosphorsiure. In ungereinigten Enzym- 
priparaten dagegen sind diese beiden Apodehydrase-wirkungen 
stets vergesellschaftet. Wir schlieBen aus den Versuchsergebnissen, 
16* 
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daB 2 Apodehydrasen mit ausgepriigter Substratspezifitit gegen- 
iiber Alkohol einerseits bzw. Triose-phosphorsiure andererseits 
existieren, Die Bedeutung dieses Ergebnisses fiir den Oxydo- 
reduktions-mechanismus bei der alkoholischen Girung ist ein- 
gangs erértert. Beide Apodehydrasen verbinden sich spezifisch 
mit Co-Zymase (Co-Dehydrase I) zu den wirksamen Holodehydrasen, 
Die Co-Zymase bewirkt, als prosthetische Gruppe zwischen beiden 
Apodehydrasen pendelnd, die Wasserstoffiibertragung vom Donator- 
system (Triosephosphorsiiure > Phosphoglycerinsiiure) zum 
Acceptorsystem (Acetaldehyd —-» Athylalkohol). 

In der vorliegenden Mitteilung wird weiterhin bewiesen, dab 
im Methylenblauversuch eine Entfirbung bei Gegenwart von 
Hexose-diphosphorsaure als Substrat nur dann eintritt, wenn das 
Knzympriaparat gleichzeitig Zymohexase und Triose-phosphorsiure- 
apodehydrase enthilt. 

Ks sei zum Schlu8 noch ausdriicklich betont, daB bei unseren 
Versuchen iiber die Triosephosphorsiure-Dehydrierung bisher Di- 
oxyacetonphosphorsiure bzw. Glycerinaldehydphosphorsiure °) als 
Substrate verwendet worden sind, und da deshalb die Ergebnisse 
iiber Co-Zymasefunktion und Apodehydrase-Spezifitit streng ge- 
nommen auf die Dehydrierung der beiden genannten T'riosephos- 
phorsiiuren beschriinkt sind. Die Ubertragung der Ergebnisse auf 
die Verhiltnisse bei der alkoholischen Girung hat vorliiufig deshalb 
noch hypothetischen Charakter, weil die EKinordnung einer Triose- 
phosphorsiure in den Girungsablauf und deren besondere Natur 
noch nicht endgiiltig aufgeklirt sind‘). 


*) Euler u. Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 16 (1936). 
‘) Vgl. Meyerhof u. KieBling, Biochem. Z. 283, 85 (1935). 
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Zur Kenntnis der Reduktion der Co-Zymase. 


Von 


E. Adler, H. Hellstrém und H. vy. Euler. 
Mit 8 Figuren im Text und auf Tafel III. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1936.) 


Die Co-Zymase fungiert als prosthetische Gruppe von Apo- 
dehydrasen in der Weise, da sie Wasserstoff vom Substrat 
aufnimmt und dabei in eine Dihydrostufe iibergeht. Die Weiter- 
leitung des Wasserstofis erfolgt, soweit bisher bekannt ist, durch 
spezitische Ubertragung auf das Flavinenzym. Diesen Mechanismus 
der Co-Zymasewirkung, den wir schon vor lingerer Zeit an- 
cenommen hatten'), haben wir erstmals experimentell nach- 
vewiesen”), Das eingehende Studium der enzymatischen Dehydrie- 
rung von Alkohol zeigte dann, daB die Reaktion 

Alkohol + D-Co => Aldehyd + D-CoH, 
umkehrbar, und da das Gleichgewicht sehr stark nach links 
verschoben ist*). 

Die Reoxydation der reduzierten Holodehydrase (D-CoH,) durch Acet- 
aldehyd haben wir bereits vor 1/, Jahr als wahrscheinlich betrachtet und 
wir haben damals die Ansicht ausgesprochen, dafs durch diesen Vorgang 
die Alkoholbildung bei der Hefegiirung zustande kommt‘). Die Durchfiihrung 
des experimentellen Nachweises fiir die Umkehrbarkeit der oben dargestellten 
Reaktion wurde zuerst in einer Mitteilung von Euler und Adler) kurz 
erwihnt. SchlieBlich wurde von Euler, Adler und Hellstrém [%), und 
zwar §. 253] die Richtigkeit dieser Ansicht als eine Folgerung aus aus- 
fiihrlichen Versuchen iiber die Kinetik der umkehrbaren Reaktion besonders 
hervorgehoben. Wir sehen uns zu diesen chronologischen Feststellungen 
veranlaBt, weil Warburg und Christian in einer soeben erschienenen 
»kurzen Mitteilung®)“ iiber die Reoxydation von reduzierter Co-Zymase 
durch Acetaldehyd bei Enzymgegenwart ebenfalls berichten und die Folge- 
rung ziehen, da8 auf diesen Vorgang die Alkoholbildung bei der Garung 
beruht, ohne unsere friiher mitgeteilten gleichsinnigen Auffassungen zu 
erwihnen. 


') a) Euler, Adler, Schlenk u. Giinther, Diese Z. 235, 120 (1935). 
b) Adler u. Michaelis, Diese Z. 235, 162 (1935). 

*) Euler, Adler u. Hellstrém, Sv. Kemisk Tidskr. 47, 290 (1935). 

) Euler, Adler u. Hellstrém, Diese Z. 241, 239 (1936) (eingegangen 
am 4.5, 1936). 

*) Euler u. Adler, Diese Z. 238, 233 (1936), und zwar S. 251—254. 

5) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 16 (1936) (eingegangen 
am 26. 2. 1936). 
*) Biochem. Z. 286, 81 (1936) (eingegangen am 15. 5. 1936). 
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Die im enzymatischen System hervorgerufene reversil)lc 
Reduktion der Co-Zymase zur Dihydro-Co-Zymase kann, wie bei 
der Co-Dehydrase IL"), auch durch direkte Einwirkung von Hydro- 
sulfit in Bicarbonat-alkalischer Lésung erzielt werden. Das 
Absorptionsspektrum der so erhaltenen Hydrosulfit-hydrierten 
Co-Zymase ist durch eine neue Bande bei 340 my ausgezeichnet, 
genau wie das der enzymatisch hydrierten Co-Zymase. Wir 
haben das absolute Spektrum der Dihydro-Co-Zymase bereits in 
einer vorangehenden Mitteilung (Anm. 3, 8. 244) wiedergegeben, 

Im folgenden beschreiben wir nun einige weitere Higen- 
schaften der farblosen, durch Hydrosulfit oder durch enzymatische 
Reaktion gewonnenen hydrierten Co-Zymase. Ferner berichten 
wir iiber die Existenz eines neuen Reaktionsproduktes der Co-Zy- 
mase, das durch Einwirkung von Hydrosulfit in alkalischer 
Lésung entsteht und das vor allem durch seine zitronengelbe 
Farbe gekennzeichnet ist. [Vorliufige Mitteilung vgl.*), und zwar 
S. 271). 

Zur Methodik. Der Verlauf der Versuche wird sowohl durch Be- 
stimmung der Girungsaktivitit wie der spektroskopischen Eigenschaften 
der Lésungen verfolgt. Die Wirksamkeit der Co-Zymase bzw. ihrer Reduk- 
tionsstufen als Komplement der Apozymase wird nach dem im hiesigen 
Institut gebriuchlichen Verfahren ausgewertet; da es bei den vorliegenden 
Versuchen nicht auf den absoluten Wirkungswert, sondern nur auf unter- 
einander zu vergleichende Wirkungen ankommt, wurde darauf verzichtet, 
die an dem verwendeten Apo-Zymasepriparat erhaltenen Co- bzw. ACo 
Werte auf die Normal- Apozymase umzurechnen’). Die angegebenen 
Girungswerte sind immer Mittelwerte aus mindestens 2 Einzelbestimmungen. 

Die spektroskopischen Erscheinungen wurden teils spektrographisch 
(Ultraviolettaufnahmen auf Wellington Anti-Screen-Platten mit einer Wasser- 
stofflampe als Lichtquelle), teils lichtelektrisch (im Doppelmonochromator) 
verfolgt. Die erstere Methode wurde vor allem dann verwendet, weun 
schnell verlaufende Anderungen des Spektrums festgehalten werden sollten, 
oder wenn wir rasch ein tibersichtliches Bild des Spektrums erhalten wollten. 
Die zweite Methode wurde angewandt, wenn genaue Extinktionsmessungen 
notwendig waren. 


I. Die farblose Reduktionsstufe der Co-Zymase [Dihydro-Co-Zymase]'. 

Die Reduktion von Co-Zymase zur farblosen Dihydroverbin- 
dung geschieht in Anlehnung an die von Warburg und Mit- 
arbeiter’) fiir Co-Dehydrase II gegebene Vorschrift in folgender 
Weise: 





") Warburg, Christian u. Griese, Biochem. Z. 282, 157 (1935). 

‘) Euler, Albers u.Schlenk, Diese Z. 240, 113 (1936); und zwarS. lit, 

*) Fir die farblose Reduktionsstufe der Co-Zymase wird in dieser 
Arbeit das Symbol CoH, verwendet. 
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Zur Kenntnis der Reduktion der Co-Zymase. 


Kine abgewogene Menge (z. B. 10 mg) Co-Zymase, in 1 cem 0,2°/, igem 
NaHOO, gelést, wird in einem Me8kélbchen von bekanntem Totalvolumen 
(z. B. 11,7 cem) mit einer Lésung von Natriumhydrosulfit (Kahlbaum, fiir 
analytische Zwecke) in 0,2°/, igem Bicarbonat*) (1 eem Lésung enthilt 1 mg 
Hydrosulfit) versetzt; das bis zum Glasstopfen aufgefiillte und luftdicht 
verschlossene Kélbchen bleibt 20 Minuten stehen. (Die Bicarbonatlésung 
war vor der Verwendung griindlich evakuiert worden, wodurch die Be- 
stiindigkeit des Hydrosulfits gewiihrleistet ist.) Nach vollzogener Reduktion 
wird wihrend 10—15 Minuten ein ziemlich kriftiger Luftstrom durch die 
Lisung geschickt, wodurch das iiberschiissige Hydrosulfit zerstért wird. 
Von der Hydrosulfitfreiheit der Lésung kann man sich dadurch iiberzeugen, 
da eine kleine Probe nicht mehr imstande ist, einen zugesetzten Tropfen 
Methylenblau (1:5000) zu entfirben, 


Die so gewonnene Lésung zeigt das in der vorangehenden 
Mitteilung [*), Fig. 1b] dargestellte Absorptionsspektrum mit der 
fiir Dihydro-Co-Zymase charakteristischen Bande bei 340 mu. 

Flavinenzym dehydriert die Dihydro-Co-Zymase und iiber- 
trigt den aufgenommenen Wasserstoff auf Sauerstoff. Bei 
Messung der Sauerstoffaufnahme im Warburg-Apparat ergab 
sich der fiir die Dihydro-Co-Zymase berechnete Wert: 1 Mol O, 
pro 1 Mol reduzierter Co-Zymase. [Vgl. Warburg u. Mitarb.’)]. 


l. ,Saure Inaktivierung“ der reduzierten Co-Zymase. 


DaB beim Ansiuern einer Lésung von CoH, die charakte- 
ristische Absorptionsbande bei 340 my verschwindet, wurde bereits 
mitgeteilt [*), S. 244]. Dabei geht die Girungswirksamkeit zum 
groien Teil verloren, wie das folgende Versuchsbeispiel zeigt. 


4,2 mg Co-Zymase (Priiparat héchsten Reinheitsgrades), nach der oben 
angegebenen Vorschrift in 5,6 cem Bicarbonat-Hydrosulfit reduziert und 
nach dem Liiften mit Bicarbonat auf 25 ccm aufgefiillt. (L6sung A, 1 cem 
= 0,168 mg Co-Zymase). Von Lésung A wird eine Verdiinnung bereitet, die 
zur spektroskopischen Priifung sowie zur Girungsbestimmung geeignet ist: 
1,12cem Loésung A + 2,38 cem 0,2°/,iges NaHCO, = 3,50ceem Lésung B(1ecm 
= 0,0537 mg Co-Zymase). Girwert der Lésung B: 186 Co pro Milli- 
gramm eingewogener Co-Zymase. Zur sauren Inaktivierung wurden 
1,12 cem der Lésung A mit 2,38 cem Bicarbonat und dann mit 0,2 ccm 
n-HCl versetzt. Spektrographisch zeigt sich, daB die Bande bei 340 mu ver- 
schwunden ist. Hierauf wird mit 0,16 cem n-NaOH neutralisiert (L6sung C). 
Girwert der Lésung C: 87Co pro Milligramm eingewogener 
Co-Zymase. Die reduzierte Co-Zymase hat also beim Ansiuern 
einen Wirkungsverlust von 80°/, erlitten. In einer Kontrollésung 
(4,2 mg Co-Zymase in 25 cem Wasser) wurde ein Girwert von 186 Co 


*) Als Lésungsmittel kann anstelle von Bicarbonat ebensogut Phosphat- 
puffer (z. B. 0,5 m, py = 7,6) verwendet werden. 
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oe 


pro Milligramm Co-Zymase gefunden, also der gleiche Wert wie fiir die Hydro 
sulfit-behandelte Lésung. Die Hydrosulfitreduktion jindert also nichts an 
der wasserstoffiibertragenden Funktion des Molekiils. 


In Fig. 4 (S. 237) ist neben der Absorptionsbande der CoH, 
(KurveI) auch der entsprechende Teil des Absorptionsspektrums nach, 
der sauren Inaktivierung derselben Liésung eingezeichnet (Kurve II), 
Das letztere unterscheidet sich vom Spektrum unbehandelter, 
nicht hydrierter Co-Zymase [vgl. Anm.*), Fig. 1b] dadurch, dag 
der Anstieg der Extinktion etwas flacher und bei lingeren Wellen 
erfolgt und ferner durch die Ausbildung eines wenig ausgepriigten 
Maximums bei 300 mu, welches aber wesentlich niedriger liegt 
als das urspriingliche Maximum der CoH, bei 340 mu. Die von 
P. Karrer und O. Warburg’) beschriebene Bande bei 295 mu, 
die nach den genannten Autoren beim Ansiiuern einer Lésung 
von hydrierter Co-Dehydrase II erscheint und deren Extinktiox 
5mal so groB ist wie die der langwelligen Bande des hydrierten 
Co-Ferments, haben wir an der Co-Zymase unter den von uns 
angewandten Bedingungen niemals beobachtet. 


Fig. 6, Tafel III zeigt eine Ultraviolettaufnahme von Hydrosulfit- 
reduzierter Co-Zymase in Bicarbonat (Teil a). Teil b zeigt die Aufnahme 
derselben Lésung nach dem Ansiiuern. 

Die oben beschriebene irreversible Zerstérung der Co-Zy- 
masewirkung in einem Betrage von 80°/, bedeutet entweder, dab 
beim Ansiuern 80°/, der CoH, sich in eine Form umlagern, 
welche der enzymatischen Reoxydation nicht mehr zugiinglich ist, 
oder daB zu 80°/, eine Abspaltung der Wirkungsgruppe (der 
Pyridingruppe) erfolgt. 20°/, werden beim Ansiuern zu normaler 
Co-Zymase reoxydiert. Die Vermutung, daB diese 20°/, der 
wiedergefundenen Wirksamkeit auf unvollstindigen Verlauf der 
Hydrosulfitreduktion zuriickzufiihren seien, trifft nicht zu, wie 
weiter unten gezeigt werden wird (S. 234). Die GréBe des bei 
der ,sauren Inaktivierung“ verbleibenden wirksamen Restes 
schwankte bei zahlreichen Versuchen zwischen 15 und 30°/,; es ist 
nicht ausgeschlossen, daB unter anderen Versuchsbedingungen 
sich ein anderes Verhiltnis zwischen Zerstérung und Reoxydation 
ergeben kann. Insbesondere soll, um Aufschlu8 iiber eine eventuelle 
Rolle des in der Lésung vorhandenen Sulfits zu bekommen, die 
,saure Inaktivierung“ auch an enzymatisch reduzierter Co-Zy- 
mase [Anm.), §. 242] naher untersucht werden. 


*) Biochem. Z. 285, 297 (1936). 
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Hydro. 2. Reversible Oxydation von reduzierter Co-Zymase 
thts an an der Luft in Lésungen von verschiedenem p,. 


Fiir die enzymatisch reduzierte Co-Zymase war friiher fest- 


CoH, § sestellt worden, daB sie bei p,, = 7,6 gegen Luft bestindig ist’). 
, = In einer Versuchsreihe mit Hydrosulfit-reduzierter Co-Zymase wurde 
rve If), 


nun die Beobachtung gemacht, daB bei verschiedenem p,, eine 


delter, verschieden starke Riickbildung von Co-Zymase erfolgt. Die 
1, das créBte Bestaindigkeit zeigt die reduzierte Co-Zymase im unter- 
Vellen ' suchten Bereich bei p,, = 7—8; in stiirker saurem Medium gehen 
ragten dann 2 Prozesse nebeneinander her, nimlich eine mit fallendem p,, 
liegt zunehmende irreversible Zerstérung, die aber selbst bei p,, = 4,5 
le You F noch verhiltnismiBig geringfiigig ist, und ferner eine langsame 
os _ spontane Reoxydation zu Co-Zymase, die ein ausgeprdgtes Optimum 
ee um P, = 6 besitzt. 
nktion Die Abnahme der Konzentration an CoH, wurde in dieser 
aerven Versuchsreihe durch Messung der Extinktion im Lichte der 
silica Quecksilberlinie 334 my verfolgt. Gleichzeitig wurde im Girtest 
ermittelt: 1. Der totale Wirkungswert a der Lésung, d. h. die 
-osulfit: Summe von CoH, (x) und event. zuriickgebildeter Co-Zymase (y) 
‘nahme und 2. der Garwert b der Versuchsliésungen nach dem Ansiuern. 
Aus den beiden Girwerten a und b kann errechnet werden, 
Jo-Ly- wieviel von den unter a gemessenen Co-Kinheiten der noch vor- 
r, dat handenen CoH, zuzuordnen sind; legt man nimlich die im voran- 
agern, stehenden Versuch (S. 227) beschriebene Beobachtung zugrunde, 
ch ist, daS beim Ansiuern einer Lésung von CoH, 80°/, der Girwirkung 
> (der verlorengehen, so gelten folgende Beziehungen: 
rmaler —— 
fo der 02x+y=b 
if der Daraus folgt: 
l, wie 5 ae 
= x= (a—b) Co-Einheiten 
os bel 4 
Restes Der Versuch verlief folgendermaben: Die Lésung von reduzierter 
es ist — Co-Zymase hatte die gleiche Zusammensetzung wie Liésung A im voran- ° 
es stehenden Versuch (S. 227), ebenso die Kontrollésung der nicht reduzierten 
rf Co-Zymase. Je 1,12 cem der CoH,-Lésung wurden auf 3,50 cem erginzt durch 
dation Wasser bzw. 0,2°/, iges NaHCO, bzw. durch m/15-Phosphatpuffergemische 
ituelle von verschiedenem py zwischen 8,5 und 4,8. In den 8 verschiedenen Ver- 
n, die suchsproben war die Extinktion unmittelbar nach der Mischung nahezu 
\o-Zy- gleich; es besteht also offenbar keine Beziehung zwischen der Bande der 


CoH, und dem pq der Lésung. Die Proben wurden dann wihrend ver- 
schiedener Zeiten abwechselnd bei 0° und bei 24° stehen gelassen und 
wiederholt die Héhe der Extinktion sowie die Girwerte a und b gepriift. 
Naheres findet sich in Tab. 1. 
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Tabelle 1. 

1,12 cem CoH,-Loésung + 2,38 ccm der in Spalte 2 angegebenen Zusiitze: 
die Proben standen a) 17,5 Stunden bei 0°, b) anschlieBend 2 Stunden bei 
24°, c) weitere 4 Stunden bei 24°, und schlieBlich d) weitere 18 Stunden 
bei 0°. Extinktionsmessungen wurden ausgefihrt nach den Zeiten 0, 
a, b, c, d; Girungspriifungen nach den Zeiten b und d. Nach Zeit d 
wurde auch der Gérwert nach dem Ansiuern der Proben auf kongosaure 
Reaktion bestimmt. Zur Zeit 0 war der Giairwert der Lésungen 
9,25 Co/ecm. 





Extinktion «,,, mu Girwerte (Co/cem) 
Probe| Zusatz nach der Zeit nach der Zeit 
Nr. (py) | | | = 
Pa > | *& | & c d b | a | Nach 


| | _ Ansiiuern 











1 Wasser 0,595 | 0,530 | 0,515 | 0,480; 0,490] 9,25 | 90; 3,4 
2 | NaHCO, | 0,605 | 0,545} 0,545 0,530 0,530] 9,25 | 9,0) 3,2 
3 Puffer | 

Pu = 4,8 0,560 0,375 | 0,215 0,206 0,010] 7,4 7,0 | 5,7 
4 |py = 5,31] 0,585 | 0,410 | 0,235 | 0,160 0,080] 7,2 7,2) 5,6 
5 [py = 5,85] 0,595 | 0,350) 0,180 0,110! 0,080] 81 | 7,5 | 6,0 
6 Ipy = 6,2 0,608 | 0,295 | 0,145 | 0,060 0,060] 85 | 8,2) 1,5 
7 IpH = 7,0 | 0,615) 0,475| 0,360) 0,340 0,260] 9,0 | 8,7) 5,2 
8 ip = 8,5 | 0,600! 0,565} 0,575 | 0,520! 0,490] 9,0 | 9,0 3,7 





Um ein anschauliches Bild vom Verlauf des Versuchs zu 
geben, ist der Extinktionsabfall in den verschiedenen Lésungen 
in Fig. 1 wiedergegeben, wobei die Konzentration an CoH, pro- 
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Vig. 1. Stabilitaét von Dihydro-Co-Zymase bei verschiedenem py. 
Spektrophotometrische Bestimmungen. 
I. Extinktion bei Versuchsbeginn. a bei 0° 17,5 Stunden stehen gelassen. 
b noch 2 Stunden bei 24°. 
c noch 4 Stunden bei 24°. 
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portional gesetzt ist den gemessenen Kxtinktionswerten. Man 
sieht das ausgepragte p,-Optimum fiir das Verschwinden der 
reduzierten Co-Zymase. Aus der nachstehenden Fig. 2 kann nun 
entnommen werden, wie das Verschwinden der reduzierten Co-Zy- 
mase zu deuten ist. In Fig. 2 sind nimlich die aus den Gir- 
versuchen erhaltenen Werte eingetragen. Kurve I gibt den 
Abfall des totalen Wirkungswertes an (berechnet aus den 
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Fig. 2. Stabilitét von Dihydro-Co-Zymase bei verschiedenem py, 
Garungsbestimmungen. 


Girwerten nach der Zeit d in Prozenten des Ausgangswertes), 
d. h. den Anteil irreversibel zerstérter CoH,. In Kurve Il 
sind die Werte fiir die nach der Zeit d noch vorhandene un- 
verinderte CoH, aufgetragen; sie sind errechnet nach der 8. 229 
angegebenen Beziehung aus den Girwerten zur Zeit d vor und 
nach dem Ansiiuern der Lésungen. Auch diese Werte sind in 
Prozenten des urspriinglichen Co-Zymasegehaltes der Versuchs- 
lésungen angegeben. Es ergibt sich, daB der Abfall der Extinktion 
auf der alkalischen Seite praktisch nur durch eine Autoxydation 
der reduzierten Co-Zymase bedingt ist, wihrend im sauren Bereich 
die irreversible Zerstérung zunimmt. Der wesentlichste Teil des 
Abfalls ist jedoch auch hier durch Reorydation zu Co-Zymase 
hervorgerufen, welche am raschesten ber p,, = 6,2 verlief. Extink- 
tionsmessung (Fig. 1) und Girungsbestimmung (Fig. 2) stimmen 
befriedigend iiberein. 

Ebenso wie bei den Versuchen iiber die saure Inaktivierung 
wird es auch bei dem soeben beschriebenen Versuch iiber die 














939 E. Adler, H. Hellstrém und H. v. Euler, 


langsame Reoxydation der CoH, beim Stehen wichtig sein, das 
gleiche Verhalten in Lésungen von enzymatisch reduzierter CoH,, 
zu untersuchen, um festzustellen, ob etwa das in den Lésungen 
der Hydrosulfit-reduzierten Co-Zymase vorhandene Bisulfit einen 
Kinflu8 auf den Reaktionsverlauf ausiibt. 


3. Stabilitat der reduzierten Co-Zymase 
beim Erhitzen in Alkali. 


Nicht hydrierte Co-Zymase ist bekanntlich durch grofe 
Labilitaét in alkalischer Lésung ausgezeichnet; 5 Minuten langes 
Erhitzen einer Lésung in 0,01 n-NaOH fiihrt zu vollstindigem 
Verlust der Co-Enzymwirkung?’). In 0,1 n-NaOH geht die Zer- 
stérung schon bei Zimmertemperatur sehr rasch vor sich. 

Wir finden nun, daf dagegen die reduzierte Co-Zymase (CoH,| 
auperordentliche Besténdigkeit beim Erhitzen in alkalischer Lésunq 
aufweist. Ks seien 2 Versuche als Beleg wiedergegeben. 


1. 8,67 mg Co-Zymase von héchstem Reinheitsgrad in 12,2 cem Bi- 
carbonat-Hydrosulfit reduziert. Nach dem Liiften zeigt die Gérungs- 
bestimmung einen Wert von 90 Co/cem und der Wirkungsrest nach dem 
Ansiuern der Lésung betriigt 20 Co per ccm. 6 cem der Lésung werden 
mit 0,66 cem 0,1 n-NaOH versetzt. Das py der Loésung ist nun 10—11. 
Die Girwerte der alkalisierten Lésung vor und nach dem Ansiiuern stimmen 
mit denen der Ausgangslésung iiberein. Je 1 ccm der alkalischen Lésung 
wird unter Vakuum in Jenaréhrchen eingeschmolzen und im siedenden 
Wasserbad 3, 10, 30 und 60 Minuten erhitzt. Nach den angegebenen Zeiten 
wird in Eis gekihlt und die Lésungen werden in der gleichen Weise 
gepriift wie die Ausgangslésung. Innerhalb der Fehlergrenzen der Girungs- 
methode zeigen simtliche Proben mit der Ausgangslésung tiber- 
einstimmende Werte. Desgleichen stimmen in allen Proben die Giir- 
werte nach dem Ansiuern unter sich iiberein. 

2. Von der gleichen CoH,-Lésung werden 4,5 ccm durch Zusatz von 0,5 ccm 
1n-NaOH auf eine Konzentration von 0,1n-NaOH gebracht. Der Versuch 
wird in gleicher Weise ausgefiihrt wie oben, jedoch entfallt der 60 Minuten- 
wert. Wiederum zeigt sich vollige Ubereinstimmung der direkten Girwerte 
sowie der Sdiureempfindlichkeit in den verschiedenen Proben. 


Dihydro-Co-Zymase ist also selbst beim 1/, stiindigen Erhitzen 
in 0,1 n-NaOH auf 100° vollkommen resistent*). Sie unterscheidet 
sich darin sehr charakteristisch von Co-Zymase, die in 0,1 n-NaOH 
schon bei Zimmertemperatur in '/, Stunde fast vollkommen inakti- 
viert wird. 


”) K. Myrbiack, Diese Z. 254, 257 (1935). 
*) Fiir die hydrierte Co-Dehydrase II haben Warburg und Mit- 
arbeiter’) bereits festgestellt, daB sie in 0,1 n-NaOH bei Zimmertemperatur 


sehr bestindig ist. 
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Der Befund von der auB8erordentlichen Alkalistabilitat 
der hydrierten Co-Zymase ist von Bedeutung fiir die Kon- 
stitutionsaufiassung der Co-Zymase. In Ubereinstimmung mit 
einer von uns aufgestellten Arbeitshypothese konnte vor einiger 
Zeit Herr Schlenk aus dem Reaktionsgemisch der kurzen 
alkalischen Inaktivierung von Co-Zymase Nicotinsiiureamid in 
guter Ausbeute als Spaltprodukt isolieren™). Die Verkniipfungs- 
stelle zwischen der Pyridingruppe und dem Rest des Molekiils 
ist also eine alkalilabile Stelle im Co-Zymasemolekiil. Wenn wir 
nun finden, daB die Dihydro-Co-Zymase unter den gleichen und 
unter noch wesentlich verschirften Bedingungen vdollig stabil ist, 
so folgt daraus, daB die Hydrierung gerade an der vorher alkali- 
labilen Stelle stattgefunden hat. Fiir die wahrscheinlichste An- 
nahme hielten wir die Hydrierung der N=C-Doppelbindung, unter 
Ausbildung einer alkali-stabilen Bindungsform. Die inzwischen 
durch freundliche Privatmitteilung zu unserer Kenntnis gelangten 
Modellversuche von P. Karrer?*) an Nicotinsiureamid-jodmethylat 
kénnen als Stiitze einer solchen Auffassung angesehen werden. 


Unter mehreren diskutierbaren Méglichkeiten iiber die Atomgruppierung 
an der Verkniipfungsstelle méchten wir hier eine kurz andeuten. An den Ring- 
stickstoff ist ein phosphorylierter Kohlenhydratrest mit seiner hydratisierten 
Aldehydgruppe angelagert (Pyridin-nucleotid); die so am Pyridin-Stickstoft 
gebildete OH-Gruppe ist mit der Phosphorsiuregruppe des Adenin-nucleotids 
unter Wasseraustritt zusammengetreten (Ausbildung eines betainartigen 
Dipols zwischen Ring-N und Phosphorsiurerest?). Eine solche oder dhnliche 
Formulierung vermag unseres Erachtens gegenwirtig die gré8te Anzahl der 
Tatsachen zu erkliiren, die tiber das chemische und biologische Verhalten 
der Co-Zymase bekannt geworden sind. 


Die Alkalistabilitiitt der Dihydro-Co-Zymase laBt auch gewisse 
Schliisse auf andere Bezirke des Co-Zymase-molekiils zu. Schlenk 
und Kuler?!) haben aus dem Reaktionsgemisch der kurzen 
alkalischen Inaktivierung neben Nicotinsiureamid ein zweites 
(gréBeres) Spaltstiick isoliert und aus den vorliiufigen Analysen- 
daten geschlossen, daB es ,,wahrscheinlich aus folgenden Bestand- 
teilen (sinngemiB unter Wasseraustritt vereinigt zu denken) auf- 
gebaut ist: Adenin + 2 Mol. Pentose + 2 Mol. Phosphorsiure“. 
Dieses Spaltstiick stellt wahrscheinlich einfach den Rest des 


") F. Schlenk u. H.v. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, 
Nr. 20; 1936. 

*) Die diesbeziigliche Abhandlung, deren Manuskript uns Herr Karrer 
freundlicherweise iibersandte, ist soeben im Druck erschienen: P. Karrer, 
G. Schwarzenbach, F. Benz und U.Solmssen, Helvet. chim. Acta 19, 
S11 (1936). 


















934 E. Adler, H. Hellstrém und H. v. Euler, 


Molekiils nach Abspaltung des Nicotinsiureamids dar. Die Sta- 
bilitit der Dihydro-Co-Zymase in heiBem 0,1 n-NaOH beweist nun 
weiter, daB auBer der vor der Hydrierung alkaliempfindlichen 
Verkniipfungsstelle des Pyridinkerns mit dem iibrigen Molekiil 
keine weitere alkalilabile Bindung vorliegt, wenigstens keine, 
welche die Girungsaktivitit mitbedingt. Man wird also fir 
die Verkniipfung der beiden Kohlenhydratphosphat-Reste eine 
pyrophosphatartige Briicke ablehnen diirfen und vielmehr eine 
(relativ alkalistabile) Bindung zwischen der Phosphorsiuregruppe 
der einen Nucleotidhilfte mit einem Kohlenhydrathydroxyl der 
zweiten Nucleotidhalfte annehmen. Kine Bindung zwischen der 
Phosphorsaiuregruppe des Pyridinnucleotids und der Aminogruppe 
des Adenins im Sinne der von Bredereck und Richter'*4) 
formulierten Bindungsart zwischen Uridylsiure und Guanin wiirde 
wahrscheinlich dem alkalischen Angriff auch nicht standhalten. 
Allerdings ist tiber die Alkalistabilitét solcher Bindungen noch 
nichts genaueres bekannt. 


Aus der vdlligen Stabilitiéit der Lésungen von reduzierter Co-Zymase 
kann, wie nebenbei bemerkt sei, weiterhin gefolgert werden, daB die 
Reduktion vollstindig verlief. Hierauf sei besonders hingewiesen, weil 
durch diese Tatsache sichergestellt wird, daB die auf S. 228 beschriebene 
Siiurezerstérung der reduzierten Co-Zymase zu 80°/, nicht durch unvoll 
stiindige Reduktion erklirt werden kann. 


II. Die ,,gelbe Reduktionsstufe’* der Co-Zymase. 


Bei der Durchfithrung der Hydrosulfitreduktion von Co- 
Zymase in Bicarbonat-alkalischer Lésung (vgl. 8. 227) haben wir 
folgende Beobachtung gemacht: Beim Zusatz der Hydrosulftit- 
lésung zur Co-Zymaselésung (beide Substanzen in Bicarbonat 
gelést) findet eine deutliche Hellgelbfarbung der Lésung statt, die 
in wenigen Sekunden ein Maximum erreicht, um dann in einigen 
Minuten wieder auszublassen. Nach spiitestens 10 Minuten erscheint 
die Liésung der Dihydro-Co-Zymase vollstiaindig farblos. 

Das Durchlaufen einer Farbstufe bei der Reduktion liabt 
verschiedene Deutungen zu. Es kann z. B. ein gefiirbtes An- 
lagerungsprodukt des Reduktionsmittels an die Co-Zymase eut- 
stehen, welches langsam unter Bildung der schlieBlichen Reaktions- 
produkte zerfallt, oder es kann zunichst eine unstabile, dem 
endgiiltigen Reduktionsprodukt isomere Dihydroverbindung gebildet 
werden. Besonders verlockend aber ist die Annahme, da’ die 


20) Ber. chem. Ges. 69, 1129 (1936); vgl. auch Z. angew. Chem. 49, 
553 (1936). 
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Reduktion dem Typus der bei zahlreichen biologischen und nicht 
biologischen Substanzen aufgefundene ,,Zwei-Stufen-Reduktion“ 
(L. Michaelis) angehért, und daB die gefiirbte Zwischenstufe ein 
semichinon-artiges Radikal (Monohydroderivat) darstellt. 

Ks gelingt, die gelbe Zwischenstufe zu stabilisieren, 
wenn man die Hydrosulfitreduktion statt bei Bicarbonat- 
reaktion in ausgesprochen alkalischem Medium vornimmt. Die 
Bestiindigkeit der Gelbfarbung in Alkali machte sofort den Ver- 
dacht hinfallig, daB die intermediiire gelbe Stufe bei der Reduktion 
in Bicarbonatlésung durch das Auftreten von freier hydroschwefliger 
Siure, die bekanntlich gelb gefirbt ist, verursacht sein kénnte. 

Die Darstellung der Lésungen der ,,gelben Stufe* fiir 
die im folgenden beschriebenen Versuche entspricht im Prinzip 
genau der Darstellung der farblosen Reduktionsstufe ($.227); jedoch 
wird das Hydrosulfit statt in Bicarbonat in 0,1 n-NaOQH gelést. 
Die zitronengelbe Farbe der Lésung tritt unmittelbar nach dem 
Mischen auf, erreicht sehr bald (in wenigen Sekunden) ihr Maxi- 
mum und bleibt dann konstant*). Bei LuftabschluB und besonders 
in Gegenwart von iiberschiissigem MHydrosulfit ist die Farbe 
auBerordentlich stabil (vgl. unten). Da jedoch fiir die meisten 
der folgenden Versuche eine Zerstérung des iiberschiissigen Hydro- 


sulfits notwendig war — Hydrosulfit besitzt eine sehr intensive 
Absorption um 315 mu und hatte deshalb bei spektroskopischen 
Messungen gestért —, muBte auch hier eine Luftoxydation 


angeschlossen werden. Die Stabilitit des gelben I'arbstofis in 
geliifteten Lisungen ist jedoch wesentlich geringer, was seine 
Untersuchung sehr erschwerte. Soviel wir bisher sehen kénnen, 
steht die Bestaindigkeit der gelben Stufe in engem Zusammenhang 
mit dem Reinheitsgrad des angewandten Co-Zymasepriiparates; 
wenigstens beobachteten wir bei Praiparaten von etwa 75°/, Rein- 
heit eine bedeutend gréBere Haltbarkeit als bei héchstgereinigten. 


1. Absorptionsspektrum der ,gelben Stufe“. 

In Fig. 3 ist der langerwellige Teil des Spektrums einer 
,gelben Liésung“ wiedergegeben (Kurve I); zum Vergleich ist der 
entsprechende Teil des absoluten Absorptionsspektrums der ,,Di- 
hydrostufe* (Kurve II) eingezeichnet. Man sieht, da entsprechend 


*) Der Versuch kann natiirlich auch so ausgefiihrt werden, daB eine 
frisch bereitete Lésung von Co-Zymase in 0,1n-NaOH mit einer wiBrigen 
Lisung des Hydrosulfits versetzt wird. Lésungen von reiner Co-Zymase 
in 0,1n-NaOH sind véllig farblos; bei Zusatz von Hydrosulfit tritt sofort 
die Gelbfirbung auf. 
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der gelben Farbe des alkalischen Reduktionsproduktes eine Bande 
im langerwelligen Teil des Ultravioletts auftritt, deren Maximum 
um 360 my liegt, also um 20 mu verschoben gegeniiber dem Maxi- 
mum der ,,Dihydro-Bande“. Beide Kurven gehéren zu Lésungen 
der Reduktionsstufen aus ein und demselben Co-Zymasepriparat 
von héchster Reinheit. Jedoch darf die in Kurve I angegebene 
Héhe der Extinktion der ,,gelben Stufe“ nicht als endgiiltig 
angesehen werden, da in der Zeit zwischen der Reduktion und 
der Messung (insbesondere beim Liiften) bereits ein Abfall der 
Farbintensitéit stattgefunden haben kann. Wahrscheinlich diirfte 
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Fig. 3. Absorptionsspektren. 
Kurve I: ,,Gelbe Stufe‘‘. Kurve II: Dihydro-Co-Zymase. 


die Héhe der Bande 360 my derjenigen der_,, Dihydrobande* 
annihernd gleich kommen und es sei zum Vergleich der Inten- 
sitat beider Banden auch auf die qualitativen Ultraviolettaut- 
nahmen (Fig. 6 und 7, Tafel III) hingewiesen. 

Selbstverstindlich iiberzeugten wir uns, daB die Intensitit 
der Gelbfarbung bei der alkalischen Reduktion mit steigen- 
dem Reinheitsgrad der Co-Zymase zunimmt, d. h., dab 
der gelbe Farbstoff aus der Co-Zymase selbst, nicht etwa aus 
einer Verunreinigung entsteht. Es wurden z. B. 3 Priparate A, 
B, C von verschiedenem Reinheitsgrad unter genau gleichen Be- 
dingungen in alkalischer Liésung reduziert und die Extinktion 
der 3 Lésungen wurde im Lichte der Quecksilberlinie 404 mu 
gemessen, ohne daB die Lésungen vorher beliiftet worden waren. 
Die Wahl der Wellenlinge 404 erlaubt diese direkte Messung, 
da hier eine Beeinflussung durch das vorhandene Hydrosulfit 
nicht mehr stattfindet. Gleichzeitig wurde in Girversuchen der 
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ACo-Wert der Priparate nebeneinander bestimmt, Priparat A 
war von héchster Reinheit, C dagegen nur 40°/,ig. Die Extink- 
tionswerte der gelben Lésungen verhielten sich wie 10:7:5, die 
Girwerte der Praiparate wie 10:8: 4. 


2, Co-Enzymfunktion nach Reduktion zur ,gelben Stufe“. 

Da die gelbe Reduktionsstufe nur in alkalischer Lisung be- 
stiindig ist, kann sie nicht direkt zur Priifung ihrer Co-Dehydrase- 
funktion verwendet werden. Mit Riicksicht auf die Empfindlichkeit 
der Enzyme muB die zu priifende Lisung neutralisiert werden. 
Ks ergab sich, daB nach dem Abstumpfen einer ,gelben Lisung“ 
durch Verdiinnen mit 0,2°/, igem Natriumbicarbonat auf das 
10 fache des Volumens die volle Girwirksamkeit der zur 
Reduktion eingesetzten Co-Zymase wiedergefunden wird. Beim 
Abstumpfen der alkalischen ,,gelben Lésung“ auf p,, = 8,5 bis 8 
findet Entfirbung statt (vgl. unten). Wir kénnen aus diesem 
Versuch nur die Folgerung ziehen, dab die ,,gelbe Stufe“ beim 
Neutralisieren in einen Stoff mit unverminderter Co-Zymase- 
wirksamkeit tibergeht, der méglicherweise mit normaler, nicht 
hydrierter Co-Zymase identisch ist. 

Siuert man eine ,gelbe Lésung“ bis auf kongosaure 
Reaktion an, so verschwindet ebenfalls die Farbe momentan, und 
auch nach der sauren Behandlung wird die volle Giarwirk- 
samkeit wiedergefunden. In diesem letzteren Verhalten unter- 
scheidet sich also die ,gelbe Stufe“ prinzipiell von der farblosen 
Dihydrostufe, die beim Ansiiuern gréBtenteils in einen giirungs- 
unwirksamen Stoff iibergeht (vgl. S. 227). 
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Fig. 4. Absorptionsspektren. 
Kurve I: Dihydro-Co-Zymase. Kurve III: ,,Gelbe Stufe‘‘. 
Kurve II: Dihydro-Co-Zymase nach Ansiuern. Kurve lV: ,,Gelbe Stufe‘S‘ nach Ans&uern. 
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Mit gréBter Wahrscheinlichkeit wird beim Ansiuern der 
»gelben Lésung“ gewéhnliche, nicht hydrierte Co-Zymase zuriick. 
gebildet; hierfiir spricht besonders das Absorptionsspektrum der 
angesiuerten Lésung. In Fig. 4, welche die bereits beschriebene 
charakteristische Bande der Dibydrostufe und das Spektrum ihres 
sauren Inaktivierungsproduktes enthalt (Kurvenpaar I und II), ist 
auch die Absorptionskurve einer ,.gelben Lésung“ vor (Kurve III) 


und nach dem Ansiduern (Kurve IV) eingezeichnet. Kurve III ent. | 


spricht einer ,,gelben Lésung“, die aus einem etwa 75°/, reinen 
Co-Zymasepraiparat gewonnen ist und iiberdies durch laingeres 
Stehen schon etwas aufgehellt war. Beim Ansiiuern verschwand 
die Bande 360 my vollstindig und an ihre Stelle trat eine der 
gewohnlichen Co-Zymaseabsorption entsprechende, direkt an- 
steigende Kurve (Kurve IV). Weitere Argumente fir die Riick- 
bildung von Co-Zymase aus der ,gelben Stufe“ vgl. unten. 


3. Stabilitat der ,gelben Stufe“ gegen Alkali. 


Wie schon S. 235 erwihnt, ist die gelbe Reduktionsstufe in 
0,1 n-NaOH bei gewohnlicher Temperatur sehr stabil, besonders 
bei Gegenwart von iiberschiissigem Hydrosulfit. Durch den folgen- 
den Versuch sei diese Higenschaft niher beleuchtet. 


Einige Kubikzentimeter von ,,gelber Lésung“ (Alkalitaét 0,1 n) wurden 
unmittelbar nach der Reduktion ohne vorherige Beliftung in einem Reagenz- 
glas mit Paraffinél iiberschichtet und bei 0° aufbewahrt. Der Girwert der 
Liésung war zu 70 Co/cem bestimmt worden. Nach 5 Tagen war die 
Lésung unverindert gelb und zeigte unverminderte Girwirkung; auch nach 
weiterem 2tigigen Stehen bei Zimmertemperatur war die Lésung noch 
vollig intakt. Nun wurde wihrend 20 Minuten ein kriftiger Luftstrom 
durch die Liésung geschickt und nach 16 stiindigem Aufbewahren bei 0 
festgestellt, daB Farbe und Girwirksamkeit auch jetzt noch voll erhalten 


waren. — Eine Probe derselben Ausgangslisung war ohne Paraffindlschicht F 


bei 0° aufbewahrt worden. Ihre Aktivitét war nach 16 Stunden unveriindert, 
jedoch war nach 5 Tagen die Farbe deutlich aufgehellt und der Girwert 
der Lésung auf die Hilfte gesunken. 

Bei einer gréBeren Zahl von Co-Zymasepriparaten wurde 
eine sehr verschiedene Haltbarkeit der ,,gelben Stufe“ gefunder. 
Zwei weitere Beispiele seien in der folgenden Tabelle zusammet- 
gestellt. 

Tabelle 2. 

Co-Zymasepriiparat Q 831, héchster Reinheitsgrad (Vers. Nr. 2); Co 
Zymasepriparat 820 etwa 70°/, rein (Vers. Nr. 1). — Aus beiden Priparaten 
wurde unter gleichen Bedingungen die gelbe Reduktionsstufe in 0,1n NaOH- 
Hydrosulfit dargestellt. Die Stabilitit wurde verfolgt durch Messunget 


der Girwirksamkeit teils vor, teils nach dem Liiften der Lésung (Zerstorung | 
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des tiberschiissigen Hydrosulfits!) sowie zu verschiedenen Zeiten nach der 
Beliiftung. Zur Gérungsbestimmung wurde jeweils eine Verdiinnung von 
0,4 ecm der alkalischen Versuchslésung mit 3,6 cem 0,2°/, igem NaHCO, 
angewandt. Die Co-Werte sind auf die urspriingliche Konzentration in der 
Versuchslésung umgerechnet. — Um einen Vergleich mit dem Verhalten 
von gewohnlicher, nicht hydrierter Co-Zymase zu erzielen, wurde eine 
Lésung des Co-Zymasepriparates 820 in alkalischer Hydrosulfitlésung her- 
gestellt, die vorher durch 20 Minuten langes kriftiges Beliiften oxydativ 
zerstért worden war. (,,Nicht reduzierte Kontrolle“, Vers. Nr. 3). 








Co-Zymase-}| Garwert Cojfeem 
priparat | Nach 15 Min. | Nach 

Nr. Nr. unter | 15 Minuten 
Luftabschlu8 Beliiftung 


Nach 
180 Minuten 


Vers. 
Nach 
' 120 Minuten 


820 TT TT 65 48 








] 
2 Q 831 105 | 100 0 is 
3 820*) 45 | 17 0 


*) Kontrolle, nicht reduziert. 


Die Lésung von Vers. 1 war nach 180 Minuten noch gelb, 
die von Vers. 2 bereits nach 120 Minuten farblos. Immer wurde 
gefunden, da Abfall der Girwirksamkeit und Aufhellung der 
gelben Farbe nebeneinander hergehen. Im Zusammenhang mit 
den folgenden Versuchsergebnissen kann dieses Verhalten am 
elnfachsten so gedeutet werden, da’ die Aufhellung der Farbe 
durch eine Reoxydation der gelben Stufe zu Co-Zymase bedingt 
ist; die letztere fillt natirlich dann sehr rasch der alkalischen 
Inaktivierung anheim (vgl. Tab. 2, Vers. 3). Die Geschwindigkeit, 
mit der die Farbaufhellung und damit die irreversible Zerstérung 
vor sich geht, war, wie schon erwahnt, in hohem Grade verschieden 
bei verschiedenen Co-Zymasepriparaten und ist deshalb sicher von 
Verunreinigungen der Priparate beeinfluBt. Aber selbst bei den 
unstabilsten Priiparaten war es ganz eindeutig, daB ihre gelben 
Reduktionsprodukte in 0,1 n-NaOH bestdndiger waren als das nicht 
reduzverte Ausgangsmaterial. Der Unterschied machte sich be- 
sonders bemerkbar auch beim Aufbewahren bei 0°, wobei Co-Zymase 
in wenigen Stunden vollig zerstért, die gelben Lésungen jedoch 
nach dem Vielfachen derselben Zeit noch mehr oder weniger 
intakt waren. 

Man ist wahrscheinlich berechtigt, die Frage nach der Alkali- 


Stabilitét der gelben Reduktionsstufe folgendermaBen zu beant- 


worten: Wenn durch bisher nicht naher definierbare Begleitumstinde 
(Verunreinigungen) eine Reoxydation der gelben Reduktionsstufe 
is ie 
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aufgehalten wird, so ist sie in 0,1 n-NaOH bei gewohnlicher Ten- 
peratur sehr stabil. 

Beziiglich der Natur der gelben Reduktionsstufe kénnen wir 
deshalb aus der gleichen Erwiigung heraus, die wir fiir Dihydro- 
Co-Zymase (S. 233) angestellt haben, schlieBen, daB die Veriinde- 
rung der Alkalistabilitat im Vergleich zu Co-Zymase verursacht 
ist durch eine Reaktion an der Verkniipfungsstelle des Pyridin- 
kerns mit dem Rest des Molekiils. 

In der Hitze ist die gelbe Stufe sehr labil; schon nach 
3 Minuten langem Erhitzen in 0,02 n-NaOH auf 100° sind Farbe 
und Girungsaktivitiit véllig verschwunden; unter gleichen Be- 
dingungen wird auch Co-Zymase inaktiviert, wihrend Dihydro- 
Co-Zymase stabil ist. Due ,,gelbe Stufe steht also in bezug auf 
thre Alkalistabilitat zwischen Co-Zymase und Dihydro-Co-Zymase. 


4. Spektrographische Beobachtungen 
beim Neutralisieren und Ansiuern der ,gelben Lésung“. 


Das Verhalten der gelben Stufe beim Neutralisieren und An- 
siuern der alkalischen Ausgangslésung diirfte fiir die Deutung der 
Natur des Farbstoffes von besonderer Bedeutung sein. Dve Hr- 
haltung der Gérwirksamkeit, das Verschwinden der Farbe und der 
Absorptionsbande und das Auftreten einer der Co-Zymaseabsorption 
gleichenden Absorptionskurve sind schon als Argumente dafiir an- 
gefiihrt worden, daB beim Neutralisieren baw. Ansduern Co-Zymase 


zurtickgebildet wird. Wenn aber die gelbe Stufe als eine Reduktions- f 


stufe aufgefaBt wird, dann muf die Riickbildung der Co-Zymase 
in einer Reoxydation bestehen. Die spektrographische Beobachtung 
des Vorgangs brachte uns bemerkenswerte Anhaltspunkte. 


Der Fig. 7 auf Tafel III liegt folgender Versuch zugrunde: Eine nacli 
der bereits beschriebenen Methode erhaltene ,,gelbe Lésung“ aus Co- 
Zymasepriparat JI (ACo = 425000, 1 mg/eem) wurde nach der Aufnahme 
(Teil a des Bildes) mit Wasserstoff durchperlt und mit HCl auf kongosaure 
Reaktion gebracht. MHierauf erfolgte die Aufnahme b. Der Wasserstoti- 
strom wurde dann durch einen Luftstrom ersetzt und die Aufnahme ¢ vor 
genommen. Teila der Fig.7, Tafel III zeigt die intensive Absorption der,,gelben 
Lésung“ mit dem Maximum um 360 mu. [Auf den Vergleich der Intensitit 
dieser Bande mit der Absorptionsbande der Dihydro-Co-Zymase mit Maximum 
340 mu (Fig.6, Teil a, Tafel III) seinoch einmal hingewiesen]. Nach dem Ansiiuer! 
mit Salzsiiure verschwindet gleichzeitig mit der Farbe die Bande 860 und 
an ihre Stelle tritt eine intensive Absorption, die bei etwa 330 mu beginul 
(Fig. 7, Teil b, Tafel III). Beim Durchstrémen der Lisung mit Luft verschwindet 


auch die Absorption 300—330 mu und es erscheint dann eine Absorption, f 


welche der gewéhnlichen Co-Zymaseabsorption (Maximum 260 my) gleich! 
(Fig. 7, Teil c, Tafel III). 
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Ganz analog verlaufen die spektroskopischen Erscheinungen, 
wenn man, anstatt anzusiuern, die gelbe alkalische Lésung vor- 
sichtig auf ein niedrigeres p,, puffert bzw. neutralisiert. Solche 
Versuche wurden durch Anwendung von 0,5 m Phosphatpuffer 
Dy = 6,9, von verdiinnter Essigsiiure oder durch Einleiten von CO, 
in die alkalische gelbe Lésung vorgenommen. Immer ergab sich das 
eleiche Bild: Verschwinden der fiir die gelbe Stufe charakteristischen 
Bande, intermediires Auftreten der starken Absorption bei 300 
bis 330 mp und rasches Verschwinden der letzteren bei Luftzutritt. 

Die spektrographische Wiedergabe eines Versuches mit CO, 
ist auf Fig. 8, Tafel III abgebildet. Teil a des Bildes zeigt das 
Spektrum der gelben alkalischen Ausgangslisung, Teil b das Auf- 
treten der neuen Absorption beim Einleiten von Kohlensiure, 
wobei gleichzeitig die Farbe verschwindet, nachdem das p,, der 
Lisung auf etwa 8,5 gesunken ist. 

Die neuauftretende Absorption. um 315 mu, welche die Ab- 
sorptionsbande bei 360 mu beim Neutralisieren ablést, stimmt in 
ihrer Lage auffallend gut mit der Absorption einer Natrium- 
hydrosulfitlésung tiberein. Wir haben in Fig.8, Teil c, Tafel IIT 
die Aufnahme einer Hydrosulfitlésung angefiigt und man sieht, dab 
die Ubereinstimmung mit der dariiberliegenden Absorption sowie 
mit der Absorption im Teil b der Fig. 7, Tafel III vollkommen ist. 

Von vornherein waren zwei Méglichkeiten denkbar: 1. Beim 
Neutralisieren der ,gelben Liésung“ entsteht ein der ,,gelben Stufe“ 
isomeres Umlagerungsprodukt, welches farblos und durch eine 
Bande 300—330 mu gekennzeichnet ist. Dieses Umlagerungs- 
produkt miiBte autoxydierbar sein und in gewodhnliche Co-Zymase 
iibergehen. 2. Die Ubereinstimmung der intermediiiren Absorptions- 
bande mit der von Hydrosulfit macht aber eine zweite Méglichkeit 
viel wahrscheinlicher: Die ,,gelbe Reduktionsstufe“ der Co-Zymase 
steht in alkalischer Liésung im Gleichgewicht mit dem Natrium- 
sulfit, welches als Oxydationsprodukt des Hydrosulfits in der 
Lisung enthalten ist. Dieses Gleichgewicht ist p,,-abhangig und 
wird bei p,, <8 rasch sehr weit zugunsten des Hydrosulfits ver- 
schoben. 

»Gelbe Stufe“ + Sulfit <—* Co-Zymase + Hydrosulfit 

Das Hydrosulfit wird bei Luftzutritt zerstirt. 


Wenn die hier skizzierte Auffassung zutrifft, so muB die 


welbe Stufe* als ein auBerordentlich starkes Reduktionsmittel 
angesprochen werden. 
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Falls es gelingt, durch Erfassung des Hydrosultits bein 
Neutralisieren die Richtigkeit der geschilderten Auffassung end. 
giiltig zu beweisen, so wird damit auch das Verhalten der ,,gelben 
Stufe“ beim Stehen in alkalischer Lésung erklart werden kénnex, 
Im vorangehenden Abschnitt wurde beschrieben, daB insbesondere 
reinste Co-Zymasepriparate sehr labile ,,gelbe Lésungen“ liefern, 

Wir haben nun eine solche Lésung, dargestellt aus Co-Zymase. 
priparat Q 831, wihrend ihrer spontanen Ausbleichung in 0,1 n-NaOQH 
spektrophotometrisch (durch lichtelektrische Messung) verfolgt. In Fig.5 stellt 
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Fig. 5. 
Kurven 1—4: Spektrale Verinderung einer ,,gelben Loésung‘ 
unter Luftabschlu8 nach 0, 2, 4 und 6 Stunden. 
Kurve 5: Dasselbe bei Luftzutritt nach 6 Stunden. 


Kurve 1 den lingerwelligen Teil der Absorptionskurve der ,,gelben Losung* 
dar, kurz nach der Beliiftung der Liésung. Da Prip. Q 831 sehr unstabile 
,»gelbe Lésungen“ liefert, verliuft die Bande 360 mu schon sehr flach und 
das Maximum ist nach kiirzeren Wellen verschoben. Die Loésung, die in 
einer Scheibe-Kiivette luftdicht eingefiillt ist, wird nun im Abstand von 
2 Stunden noch 3 mal durchgemessen. Nach den ersten 2 Stunden (Kurve 2) 
ist der Anstieg der Kurve flacher, die Absorption bei 310 mu jedoch grober 
geworden. Kurven 3 und 4, nach 4 bzw. 6 Stunden, zeigen einen weiteren 
ausgesprochenen Anstieg der Absorption 300—320 mu. Eine Probe derselben 
Liésung war wihrend der 6 Stunden in einem offenen Reagensglas aut- 
bewahrt worden. Sie war natiirlich ebenso wie die vor Luft geschiitzte 
Probe farblos geworden, aber ihr Absorptionsspektrum unterscheidet sich 
von dem der luftgeschiitzten Lésung dadurch, daB die Bande bei 300 
bis 320 mu fehlt (Kurve 5). 

Diese Beobachtungen stehen in vollem Kinklang mit den 
beim Neutralisieren der ,,gelben Lésung“ beschriebenen. Wenn 
wir wieder die Auffassung von der Reoxydation der gelben Stute 
durch Sulfit zugrundelegen, so gilt folgendes: Bei der Darstellung 
der ,,gelben Liésung“ stellt sich infolge des Hydrosulfit-iiberschusses 
das Gleichgewicht, sehr stark zugunsten der ,gelben Stufe“ ver- 


schoben, in wenigen Sekunden ein. Wenn die Lisung beliiftet 
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und so vom Hydrosulfitiiberschu8 befreit wird, so besteht die 
fendenz zur Einstellung eines neuen Gleichgewichts. Die Ge- 
schwindigkeit, mit der dies erfolgt, ist verhiltnismaBig gro in 
Lésungen aus reinsten Co-Zymasepriparaten (wenige Stunden), 
und kann sehr langsam sein in Lésungen aus weniger reiner Co- 
Zymase (mehrere ‘T'age). (Vgl. 8S. 238). Bei p, <8 erfolgt die 
Kinstellung des Gleichgewichtes momentan, ebenso natiirlich beim 
Ansiiuern der ,gelben Lésung“. 


5. Das Verhalten von Dihydro-Co-Zymase 
bzw. ,gelber Stufe“ gegen Oxydationsmittel. 


Methylenblau. — Dihydro-Co-Zymase, durch enzymatische 
Reduktion oder durch Hydrosulfit in Bicarbonatlésung gewonnen, 
entfarbt Methylenblau nicht. Die gelbe Stufe dagegen entfirbt 
zugesetztes Methylenblau sehr rasch. Der Unterschied ist nicht 
durch die verschiedene Alkalitaét der Lésungen bedingt, denn eine 
Lésung von Dihydro-Co-Zymase entfairbt auch dann Methylenblau 
nicht, wenn sie durch Zusatz von Natronlauge auf dieselbe Alkalitit 
gebracht worden ist, wie die ,gelbe Lésung“. Es zeigte sich jedoch, 
daB eine Lésung von Dihydro-Co-Zymase Methylenblau ebenfalls 
entfiirben kann, wenn die Methylenblaulésung kongosauer ist. Dies 
gilt jedoch nur fiir die durch Hydrosulfit gewonnene CoH,-Lésung, 
nicht fiir enzymatisch reduzierte Co-Zymase. Letztere entfirbt 
weder neutrales noch alkalisches oder saures Methylenblau. Daraus 
darf jedoch nicht der SchluB gezogen werden, daB Hydrosulfit- 


_ reduzierte und enzymatisch reduzierte Co-Zymase voneinander ver- 


schieden sind; es ist vielmehr wahrscheinlich, daB das Verhalten 
(er Hydrosulfit-reduzierten Co-Zymase gegen Mb in saurer Lésung 
mit der Gegenwart von Sulfit zusammenhingt. Wir haben einige 
orientierende Versuche iiber die quantitativen Verhiltnisse an- 
gestellt. 


Methylenblaureduktion durch Lésung der gelben Stufe: 
Die Versuche wurden in zwei verschiedenen Formen ausgefiihrt: 


a) 1 cem 0,001 m-Methylenblau wird mit 1 cem ,,gelber Lésung“ ver- 
sctzt und dann mit Hydrosulfit-lésung bis zur Entfirbung titriert*). In 
einer Nullprobe wurde 1 ccm Methylenblau direkt mit Hydrosulfit titriert. 
Der Unterschied zwischen dem Hydrosulfitverbrauch in der Nullprobe und 
in der Probe mit der ,,gelben Lésung“, umgerechnet in Methylenblau- 


_ *) Alle Titrationen mit Hydrosulfit und Methylenblau wurden im 
Stickstoffstrom ausgefiihrt. 
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Aquivalente, deutet auf einen Verbrauch von ungefihr 1 Mol. Methylen. 
blau pro 3 Mol. ,,Gelbe Stufe“. 


b) 0,1 cem 0,001 m-Mb wurde mit 0,3 cem 0,1 n-NaOH verdiinnt und 
direkt mit ,gelber Lésung“ (Alkalitét 0,1 n) bis zur Entfirbung titriert, 
Es wurden 0,3 eem der Lésung verbraucht, was wiederum einem Verhiiltnis 
von etwa 1 Mol. Mb: 3 Mol. ,,Gelbe Stufe“ entspricht. Die gleiche Menge von 
derselben ,,gelben Lésung‘’ wurde verbraucht, wenn das vorgelegte Mb 
anstatt mit Natronlauge mit 0,1 cem 4 n-HCl + 0,2 com Wasser versetzt war. 


Methylenblau und Hydrosulfit-reduzierte Dihydro-(o. 
Zymase. 

a) 1 eem 0,001 m Methylenblau + 1 cem Dihydro-Co-Zymaselésung 
(frei von Hydrosulfit) wird mit Hydrosulfitlésung auf Entfirbung titriert, 
Der Hydrosulfitverbrauch ist ebensogro8 wie in Abwesenheit von Dihydro. 
Co-Zymase. Methylenblau wird also nicht durch Dihydro-Co-. 
Zymase reduziert. 

b) 1cem 0,001m Mb +i1cem CoH,-Lésung; zur Mischung 1 cem 
0,3 n-HCl. In verschiedenen Ansiitzen nach 2 Minuten bzw. 5 Minuten 
mit Hydrosulfit titriert. Der Hydrosulfitverbrauch war geringer als in den 
Kontrollversuchen, die unter a) angegeben sind, d.h. es war eine Reduktion 
von Methylenblau durch CoH, nach dem Ansiiuern erfolgt. Im Versuch 
mit 2 Minuten Einwirkungsdauer verbrauchte 1 cem CoH,-Lésung (Kon- 
zentration 0,001 mol.) 0,11 cem 0,001 mol. Mb. In Versuchen mit 5 Minuten 
Einwirkungsdauer waren im Mittel 0,28 cem 0,001 mol. Mb von 1 cem der 
Dihydro-Co-Zymaselésung reduziert worden. — Selbstverstindlich wurde 
gepriift, daB eine Hydrosulfitlésung ohne Co-Zymase, die im iibrigen genau 
wie der Reduktionsansatz behandelt worden war (beliiftet!), unter den 
gleichen Versuchsbedingungen kein Methylenblau verbrauchte. — Fiigt 
man im Versuch b) zum vorgelegten Methylenblau 1 cem Na,SO, (10 mg), 
so wird der Methylenblauverbrauch auf 0,36 ccm 0,001 mol. Mb erhdht. 


Ks wurde auch gepriift, ob die Zerstérung der Co-Enzym- 
funktion beim Ansiiuern der CoH,-Lésung verschieden verliuii, 
je nachdem ob die CoH,-Lésung direkt mit HCl inaktiviert wird, 
oder ob die CoH,-Lésung zuerst mit Mb gemischt und dann an- 
gesiuert wird: 

a) 1,0 eem CoH,-Lésung + 1,0 ecm 0,3 n-HCl; nach 5 Minuten wird 
1,0 cem 0,001 m-Mb zugesetzt, nach weiteren 5 Minuten mit Hydrosuliit 
titriert. Hydrosulfitverbrauch 1,6 ccm. 


b) 1,0 eem CoH,-Lésung + 1,0 cem 0,001 m-Mb + 1,0 cem 0,3 n-HC: 
nach 5 Minuten Titration. Hydrosulfitverbrauch 1,2 cem. 


Die Differenz zwischen dem Hydrosulfit-verbrauch in a) und b) ent- 
spricht einer Reduktion von 0,25 ccm Mb durch die CoH,-Lisung. Hierauf 
wurde im Girversuch der Wirkungsrest in a) und b) bestimmt. Zuriick- 
gerechnetaufdieAnfangskonzentration der CoH,-Lésung enthielt a) 14,5Co/ccm, 
b) 28 Co/eem. Die zum Versuch verwendete Ausgangslésung von CoH, hatte 
einen Girwert von 81,5 Co/ecm, nach saurer Inaktivierung einen Girwert 
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yon 16 Co/eem. — Die ,,saure Inaktivierung“ der Dihydro-Co-Zymase bei 
Gegenwart von Mb (Versuch b) lieferte also einen wirksamen Rest, der 
etwa doppelt so hoch war, wie beim Ansiiuern ohne Methylenblau. 


Die angegebenen Versuche erlauben noch keine endgiiltige 
Stellungnahme zum Mechanismus der Reaktion zwischen Dihydro- 
Co-Zymase bzw. ,gelber Stufe“ und Methylenblau. Die Auffassung 
von der Existenz eines Gleichgewichts zwischen den Reduktions- 
stufen einerseits und Sulfit andererseits kann jedoch als Grund- 
lage fiir eine Erklarung herangezogen werden (vgl. S. 241). 

Silbernitrat. — a) Fiigt man zu 1 com Dihydro-Co-Zymase- 
lésung (Hydrosulfit-reduziert) 0,7 com 0,1°/, AgNO,-Lésung, so 
tritt langsam eine Braunfirbung der Lisung ein, die etwa nach 
30 Minuten ihr Maximum erreicht. 

b) Fiigt man zu 1 cem ,gelber Lésung“ (Alkalitéit 0,1 n) 
0,7 com 0,1°/,ige AgNO,-Lésung, so erfolgt augenblicklich 
eine violettstichige Braunfirbung der Lésung. Die folgenden 
Kontrollversuche zeigen, daB die momentane Silbernitratreduktion 
tatsichlich eine Eigenschaft der gelben Farbstufe ist. In den 
folgenden Ansi&tzen (c—f) erfolgte in keinem Fall eine momentane 
Reaktion, sondern nur eine langsam fortschreitende Verfirbung 
der Lésung: 

c) 1,0 cem Dihydro-Co-Zymase + 0,15 cem n-NaOH; d) Co-Zymase in 
beliifteter Hydrosulfitl6sung (1 mg Hydrosulfit pro Kubikzentimeter 0,2 °/, iges 
Bicarbonat), 1,0cem der Lésung entspricht 1 mg Co-Zymase; e) Co-Zymase 
in alkalischer beliifteter Hydrosulfitlésung; f) beliiftete alkalische Hydro- 
sulfitlésung allein. Zu allen Ansitzen 0,7 cem 0,1°/, ige AgNO, -Lésung. 

Beim Erhitzen im Wasserbad reduzieren alle Ansiitze gleich schnell. 


6. Die Stellung der ,gelben Stufe“ 
zu Co-Zymase bzw. Dihydro-Co-Zymase. 


Als die Beobachtung iiber die Stabilisierung einer gelben 
Stufe bei der Reduktion von Co-Zymase in alkalischer Lésung ge- 
macht wurde, lag der Gedanke nahe, daB die farblose Dihydro- 
Co-Zymase und die ,,gelbe Stufe“ zueinander etwa im Verhiltnis 
einer Tautomerie stehen kénnten, Diese Vermutung wurde bald 
widerlegt durch Versuche, die in diesem Abschnitt kurz beschrieben 
werden sollen. 

a) Beim Abstumpfen der alkalischen ,gelben Liésung* auf 
Py = 7,5, bei welchem die Reduktion von Co-Zymase zur Dihydro- 
stufe durchgefiihrt wird, entsteht nicht die letztere, sondern héchst- 
wahrscheinlich Co-Zymase, wie oben ausfiihrlich beschrieben. 
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b) Wird eine Lésung von Dihydro-Co-Zymase alkalisch ge- 
macht, so entsteht nicht ,gelbe Stufe“, sondern die Eigenschaften 
der Dihydro-Co-Zymase (Farblosigkeit, Absorptionsbande bei 340 mu 
sowie irreversible Zerstérung der Co-Zymasefunktion beim An- 


siuern bleiben erhalten). 


Die Riickbildung von Co-Zymase aus der ,,gelben Stufe“ beim 
Ansiuern kann auBer aus dem Auftreten des nicht besonders 
charakteristischen Co-Zymase-Spektrums (vgl. 8S. 237) auch aus 
folgendem Versuch abgeleitet werden: 


Eine ,,gelbe Lésung“, hergestellt durch alkalische Hydrosulfit-reduktion 
von Co-Zymase Q 831 (1 ccm = 0,7 mg Co-Zymase), wird nach dem Beliiften 
und nach Feststellung ihres Girwertes (80 Co/eem) mit 1n-HCl auf eben 
kongosaure Reaktion gebracht. Der Girwert der angesiiuerten Lésung ist, 
unter Beriicksichtigung der Verdiinnung, unverdndert. Die Lésung wird 
nun durch Zusatz von fester Soda und festem Bicarbonat auf py = 7,5—8 
gebracht und in einem luftdicht verschlie8baren Kélbchen mit festem Natrium- 
hydrosulfit (1 mg/ecm Lésung) versetzt. Der Zusatz des Hydrosulfits be- 
wirkt eine sofortige Gelbfiirbung, die aber in den nichsten 5—7 Minuten 
wieder verschwindet. Nach 15 Minuten wird der Girwert in einer 
Probe zu 80 Co/eem und nach dem Ansiiuern in einer anderen Probe zu 
15 Co/eem bestimmt. Der Girwert und die Siureempfindlichkeit sind un- 
veriindert nach Beliiftung der Lésung. In der beliifteten Lésung wurde 
schlieBlich spektrographisch das Vorliegen der charakteristischen Dihydro- 
Co-Zymase-Bande mit Maximum 340 mu festgestellt. Der Versuch kann 
nur so gedeutet werden, daB beim Ansiuern der .,gelben Lésung“ Co-Zy- 
mase zuriickgebildet worden ist; sie wurde nachgewiesen durch ihre Uber- 
fiihrbarkeit in Dihydro-Co-Zymase durch Hydrosulfit-reduktion in bicarbonat- 


alkalischem Medium. 


In voller Ubereinstimmung mit der Auffassung, daB die ,,gelbe 
Stufeé beim Neutralisieren in Co-Zymase zuriickverwandelt 
wird, steht auch der folgende Versuch: 


»Gelbe Lésung“, nach dem Zusammenbringen der Co-Zymase und des 
Hydrosulfits 15 Minuten im verschlossenen Gefi8 aufbewahrt, wird in zwei 
Teile geteilt. In die eine Probe wird Luft, in die andere Kohlensiure 
eingeleitet (15 Minuten). Der Girwert der beiden Lésungen ist 70 bzw. 
60 Co/ecm. Wird nun aber je eine Probe der beiden Lésungen siure- 
inaktiviert, so findet man in der luftbehandelten Lésung 70 Co/ccm, in der 
kohlensiiurebehandelten nur 25 Co/ecm. LErklirung: Bei der Behandlung 
der ,,gelben Lésung“ mit Luft ist nur das iiberschiissige Hydrosulfit zer- 
stért worden; die ,,gelbe Stufe“ ist erhalten geblieben und gibt vor und 
nach dem Ansiduern (Ubergang in Co-Zymase!) den gleichen Girwert. Bei 
der Kohlensiurebehandlung fand infolge der Neutralisierung der Loésung 
ein Ubergang in Co-Zymase statt; letztere wurde aber durch das noch vor- 
handene iiberschiissige Hydrosulfit zur Dihydro-Co-Zymase reduziert. Daher 
kommt es, daB die mit CO, behandelte Lésung vor Ansiuern den urspriing- 
lichen Girwert, nach Ansiuern aber einen wesentlich niedrigeren zeigt. 
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Alle diese Versuche stimmen mit der Vorstellung iiberein, 
daB die ,gelbe Farbstufe“ ein Reduktionsprodukt der Co-Zymase 
ist, welches seinen Wasserstoff leicht abgibt unter Regeneration 
yon Co-Zymase. Beziiglich der Natur der gelben Farbstufe scheint 
uns weiterhin die Auffassung, daB ein (semichinonartiges) Radikal 
vorliegt, recht wahrscheinlich zu sein. Freilich wird bei der 
weiteren Bearbeitung der ,gelben Stufe* auch die Méglichkeit 
einer Anlagerungsverbindung, z. B. von Hydrosulfit und Co-Zymase, 
diskutiert werden miissen. 


Wenn die Auffassung von der Radikalnatur richtig ist, dann sollte 
unter geeigneten Versuchsbedingungen eine Weiterreduktion zur Dihydro- 
stufe méglich sein. In orientierenden Versuchen beobachteten wir jedoch, 
daB die gelbe Stufe in 0,1 n-NaOH gegeniiber der Einwirkung von Natrium- 
amalgam bzw. Zinkamalgam bestindig ist. 


Wenn die Stellung der ,,gelben Stufe“ zur Co-Zymase 
bzw. Dihydro-Co-Zymase auf Grund der voranstehenden Ver- 
suche noch einmal zusammengefaBt werden soll, so kann folgendes 
gesagt werden: Co-Zymase wird durch Hydrosulfit in alkalischer 
Liésung zur ,gelben Stufe“ verwandelt. Beim Abstumpfen der 
alkalischen ,gelben Lésung“ gegen den Neutralpunkt oder beim 
Ansiuern wird aus der gelben Stufe Co-Zymase regeneriert. Die 
Kinwirkung von Hydrosulfit auf Co-Zymase bei p,, = 7,5—8 fihrt 
iiber die intermediir auftretende gelbe Stufe zur farblosen Dihydro- 
Co-Zymase. Beim Ansiuern der Dihydro-Co-Zymaselésung wird 
zu 20°/, Co-Zymase regeneriert, wahrend 80°/, in eine nicht naiher 
definierte, als Co-Enzym inaktive Verbindung iibergehen (vgl. 8. 228). 
Kine vollstindige Reoxydation der Dihydro-Co-Zymase zur Co- 
Zymase ist bisher nur auf enzymatischem Weg, nimlich entweder 
durch Flavinenzym oder durch Einwirkung von Acetaldehyd + 
spezifischer Apo-Dehydrase durchgefiihrt. Kin Ubergang von der 
Dihydro-Co-Zymase zur gelben Stufe, sowie eine direkte Uber- 
fiihrung der gelben Stufe in Dihydro-Co-Zymase ist bisher nicht 
verwirklicht. Schematisch lassen sich diese Beziehungen folgender- 
maBen darstellen: 

NayS.0,, 
Pu = 7—8 oder | NaS,04 
Dihydro- Apo-Dehydrase in Alkali 














Inaktives Ansiiuern, py 1—2 + H,-Donator Co-Zy- : 
<a Co- Neutrali- : 
Produkt — 80% | Zymase | AP0-Dehydrase | mase sieren | Stufe’ 
y + H,-Acceptor a 
~ oder Flavin- A |  Ansdiuern 


20°/, 


\ enzym (+ O2) 
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III. Einwirkung von Zinkstaub auf Co-Zymase. 


Was die EKinwirkung von anderen Reduktionsmitteln auf Co- 
Zymase betrifft, so seien hier noch einige Beobachtungen iiber 
das Verhalten gegen Zinkstaub mitgeteilt. In schwicher alka- 
lischem Medium konnte eine Reduktionswirkung von Zink an 
Co-Zymase nicht festgestellt werden, weder in einer Lésung von 
Co-Zymase in verdiinntem Pyridin noch in 0,1 n-NaOH. Dagegen 
erfolgt in 1 n-Natronlauge sehr rasch ein Angriff der Co-Zymase 
durch Zinkstaub unter Gelbfirbung der Lésung. 


Versuch: 8,4 mg Co-Zymase in 5 Tropfen Wasser gelést und mit 
20 mg Zinkstaub versetzt. Nach Zusatz von 1,0 cem eiskalter 1 n-NaOl 
tritt sofort Gelbfirbung ein; die gelbe Farbe ist der bei der alkalischen 
Hydrosulfitreduktion auftretenden ganz ihnlich. Nach 2 Minuten langem 
Schiitteln unter Kiskiihlung wurde mit Wasser auf 10 cem aufgefillt und 
vom Zn abfiltriert; im Filtrat wurde in geeigneter Verdiinnung die Girungs- 
aktivitét bestimmt. Sie betrug 40 Co/ccm, wiihrend eine unbehandelte Kon- 
trollésung 80 Co/eem zeigte. Beim Ansiiuern der gelben alkalischen Lésung 
verschwand die Farbe und gleichzeitig die Girungsaktivitiit. 


Die Versuche werden fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 


1. Beim Behandeln der Co-Zymase mit Hydrosulfit entstehen 
je nach den Bedingungen zwei verschiedene Reaktionsprodukte. 

a) Wenn Co-Zymase in Bicarb onat-alkalischer Lésung oder 
in Phosphatpuffer p, = 7,6 mit Hydrosulfit reduziert wird, so 
entsteht Dihydro-Co-Zymase, die mit dem enzymatischen Reduk- 
tionsprodukt identisch ist. Dihydro-Co-Zymase, auf dem einen 
oder anderen Wege gewonnen, vermag in Gegenwart von Alkohol- 
apodehydrase Acetaldehyd zu hydrieren. 

b) Wird Co-Zymase mit Hydrosulfit in 0,1 n-Alkali versetzt, 
so entsteht ein gelbes Reaktionsprodukt (,,Gelbe Stufe“), das von 
der Dihydro-Co-Zymase verschieden ist. 

2a) Die in Bicarbonat-alkalischer Lisung reduzierte Co-Zymase 
(CoH,) ist beim 30 Minuten langen Erhitzen auf 100° in 0,1 n-NaOH 
vollig stabil. An diese Feststellung sich anschlieBende Er- 
wigungen tiber die Konstitution der Co-Zymase werden mitgeteilt. 

b) Die CoH, wird durch Ansiuern auf kongosaure Reaktion 
bis zu etwa 80°/, inaktiviert. 

c) CoH, reoxydiert sich beim lingeren Stehen der Lésung 
zum ‘T'eil reversibel zu Co-Zymase. Bei p,, =6 liegt ein ausgepriigtes 
Optimum fiir diese Reoxydation. 
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d) CoH, zeigt eine Absorptionsbande mit Maximum bei 340 my; 


cm 
ey = 410°. 
ausgeprigte Bande, Maximum bei etwa 300 mu. 
e) CoH, vermag Methylenblau nicht zu entfirben; die mit 


Hydrosulfit hydrierte CoH, reduziert Methylenblau in saurer Lisung. 


Die siiurebehandelte Lésung zeigt eine wenig 


3a) Die ,gelbe Stufe* unterscheidet sich von der CoH, vor 
allem darin, daB sie sich beim Neutralisieren oder Ansiuern 
quantitativ in Co-Zymase zuriickverwandelt. 

b) Die Lésung der ,,gelben Stufe* zeigt eine Absorptions- 
bande mit Maximum 360 mu, also um 20 my verschoben gegen- 
iiber der charakteristischen Bande der CoH,. 

c) Die ,,gelbe Stufe“ ist bei gewéhnlicher T’emperatur in 
0,1 n-NaOH viel stabiler als Co-Zymase selbst. Daraus wird der 
SchluB gezogen, daB die ,gelbe Stufe“ durch eine Hydrierung an 
der alkalilabilen Stelle der Co-Zymase (Verkniipfung zwischen 
Pyridinkern und dem Rest des Molekiils) entstanden ist. Vor- 
stellungen iiber die Natur der ,gelben Stufe“ werden erértert. 

d) Wird die alkalische Lésung der ,gelben Stufe“ anaerob 
auf p, = 7—6 gepuffert, so wird die Lésung entfarbt. Die damit 
einhergehende spektrale Veriinderung besteht im Verschwinden 
der Bande 360 my und im Neuauftreten einer starken Bande mit 
‘laximum bei etwa 315 mp, die bei Luftzutritt schnell verschwindet. 

e) Die ,,gelbe Stufe“ reduziert Methylenblau direkt. 


f) Die ,,gelbe Stufe“ reduziert Silbernitrat in der Kalte augen- 
blicklich; Dihydro-Co-Zymase tut dies nur sehr langsam. 


4. Kurze EKinwirkung von Zinkstaub auf Co-Zymase in 1 n-NaOH 
fiihrt zu einem gelben Farbstoff. 
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Ein Apparat fiir die fraktionierte Vakuumdestillation 
kleiner Mengen hochsiedender Stoffgemische. | 


Von 


E. Klenk. 


Mit 2 Figuren im Text. : 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) | 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juli 1936.) 





An gut wirksamen Fraktionierapparaten fiir kleinere Substanz- 
mengen besteht heute kein Mangel. Kaum einer von ihnen eignet 
sich jedoch zur fraktionierten Vakuumdestillation von Gemischen 
natiirlicher Fettsiuren bzw. deren Ester. Eine von uns in den letzten 
Jahren ausschlieBlich beniitzte, einfache Apparatur sei hier kurz 
beschrieben. 

Der Apparat (Fig. 1) besteht aus dem Siedekolben a, der 
Kolonne b (Glasspirale), dem Isoliermantel c, der Kapillare d 
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sieren sich in dem Rohre e oberhalb der Fraktionierkolonne. Eine 
besondere Kiihlung ist nicht notwendig. Nur ein kleiner Teil des 
Kondensats flieBt durch die enge Kapillare d ab, der Hauptteil 
flieBt in die Kolonne zuriick und verstairkt so deren Wirkung. 
Um das AbflieBen des Destillats durch die Kapillare mit der 
erforderlichen geringen Geschwindigkeit zu erméglichen, wird in 
diese ihrer ganzen Linge nach ein Platindraht von passender 
Stirke eingebracht. Zu diesem Zweck ist bei f gegeniiber der 
Kinmiindung der Kapillare ein Ansatz vorhanden, an welchem 
auBerdem wihrend der Destillation das Vakuummeter angeschlossen 
wird. Zum besseren Wirmeschutz wird der Isoliermantel ¢ eva- 
kuiert (unter 0,1 mm Hg). Destilliert man Substanzen, die bei 
Zimmertemperatur erstarren, so wird an der Kapillare d ein 
Metallstab befestigt und dieser mit einer kleinen Flamme erwirmt. 
Das Erstarren des Destillats in dem VorstoB bzw. in der Vorlage g 
wird durch den Mantel h verhindert, in welchen heiBes Wasser 
eingefiillt wird. 

Die Wirksamkeit der Apparatur ist abhingig: 1. von der 
AbtluBgeschwindigkeit des Destillats durch die Kapillare d; 2. von 
der Héhe der Fraktionierkolonne b. Die AbfluBgeschwindigkeit 
ist so reguliert, daf in 1—2 Stunden etwa 1 g Destillat gewonnen 
wird. Die Héhe der Fraktionierkolonne richtet sich nach der 
Natur der zu destillierenden Fettsiuren. Bei der Destillation von 
U.g:-+- und C,,----Siuren kann die Kolonne eine Hohe von 13 cm 
haben, bei Séuren mit langerer C-Kette verwendet man zweck- 
miBigerweise einen Apparat mit einer Kolonne von nur etwa 
8,5 em Hohe. 

Auf Messung des Siedepunktes vom Destillat wurde von vornherein 
verzichtet. Die Méglichkeit zur Anbringung eines Thermometers durch leichte 
Abiinderung der Apparatur besteht zwar durchaus. Fiir unsere Zwecke 
diirfte der dadurch erzielte Vorteil jedoch nur gering sein. Man fiingt am 


besten ohne Riicksicht auf Siedepunkt (und Schmelzpunkt) 6—8 etwa gleich 
grobe Fraktionen ab. 


Um die Leistungsfihigkeit des Apparats zu priifen, wurden 
etwa 6 g eines Estergemischs von gleichen Teilen Palmitin- und 
Stearinsiure (Siuren: Schmelzp. 62,5 und 69% Methylester: 
Schmelzp. 29,5 und 38°) durch einmalige Destillation fraktioniert. 
Héhe der Kolonne 13 cm. Dauer der Destillation 9 Stunden 
(Kraktion 6 wurde aus dem Destillationsriickstand durch Fort- 
setzung der Destillation in einem kleinen Claisenkélbchen ge- 
wonnen). 
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Methylester Freie Siure . 
jeans , aaneh i areas Aquiv.- Gew. 
Menge  Schmelzp. | Schmelzp. | Aquiv.-Gew. 
g | °C °C gef. ber. 
083 | 29 62,5 257,5 C,,H,5,0, 
2 0,87 | 28-28,5 62 260 256,3 
3 0,97 | 21,5 58,5 265 
4 0,96 | 81,5 60,5 275 
5. 0,57 | 38 69,5 283 C,.H,,0, 
6. 0,73 | 38,5 70 284 284,3 
Riick- | 
stand Ops | 











Die Destillation in dem vorstehend beschriebenen Apparat 
erfordert eine Substanzmenge von mindestens 4g. Fiir kleinere 
Mengen bis herab zu 0,5 g eignet sich ein entsprechender Apparat 
ohne Fraktionierkolonne (Fig. 2). Hier ist das kleine Destillations- 
kélbchen (Inhalt 10 ccm) durch Schliff mit dem Destillieraufsatz 
verbunden. Zur Verstirkung der Fraktionierwirkung setzt man 
in den Destillieraufsatz ein Platindrahtnetz a ein, in dessen Mitte 
ein Glasréhrchen b fiir den RiickfluB des Kondensats angebracht 
ist. Die Destillationsgeschwindigkeit soll hier nicht héher sein 
als 3—4 Stunden pro g Destillat, was durch eine geringere Ab- 
wirtsneigung der Kapillare leicht zu erreichen ist. 

Steht fiir die Destillation eine Menge von mindestens 10 g 
Ester zur Verfiigung, so verwenden wir neuerdings mit Vorteil 
einen der Fig. 1 entsprechenden Apparat, in welchem jedoch die 
einfache Kolonne b durch eine Widmerkolonne ersetzt ist. 

Die Apparate werden von Glasbliser Ludwig, Chemisches 
Institut Tiibingen, angefertigt. 
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Optische Spezifitit und Aktivierung der Arginase. 
Von 


S. Edlbacher und A. Zeller. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitait Basel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1936.) 


Die Racemisierung des Arginins wurde seinerzeit von 
F. Kutscher und von QO.Riesser beschrieben. Kutscher?) 
konnte auf Grund der verschiedenen Léslichkeiten der Nitrate 
das racemische Arginin spalten, wihrend O. Riesser?), die von 
A. Kossel’) entdeckte Arginase-Spaltung anwandte, um auf diesem 
Wege zum nichtnatiirlichen l-Arginin zu gelangen. Bei dieser 
letzteren Methode wird das racemische Arginin durch geringe 
Mengen von Leberextrakt zerlegt, und aus dem Spaltungsgemisch 
liBt sich mit Leichtigkeit auf dem Wege iiber das Phosphor- 
wolframat und des Silbersalzes das 1-Arginin gewinnen. In zahl- 
reichen Versuchen haben wir schon vor lingerer Zeit*) die 
Arginasewirkung bei racemischem Arginin untersucht und dabei 
sefunden, daB unter den gewihlten Versuchsbedingungen nur die 
natiirliche d-Komponente gespalten wird. Andererseits fanden 
K. Felix und K. Morinaka'), daB bei der Durchstrémung der 
iiberlebenden Leber mit racemischem Arginin ein vollkommener 
Abbau stattfindet, was im Widerspruch mit den Spaltungversuchen 
bei Anwendung von Fermentextrakten steht. In ganz dhnlicher 
Weise verhilt sich nun die von uns in der Leber aufgefundene 
Histidase. Auch hier wird nur die natiirliche links drehende 
Modifikation des Histidins unter Ammoniakbildung enzymatisch 
zerlegt, wihrenddem im Gegensatz zu diesen Befunden aus den 
Untersuchungen von G.J.Cox und P. Berg®) hervorgeht, dab 
das Wachstum junger Ratten auch durch Zufuhr von d-Histidin, 


) Diese Z. 32, 476 (1901). *) Diese Z. 49, 210 (1906). 

3) Diese Z. 41, 321 (1904). 

*) Diese Z. 145, 69 (1925); 148, 273 (1925). 

°) Diese Z. 132, 152 (1923); 6) J. of Biol. Chem. 107, 497 (1934). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiolog. Chemie. CCXLII. 18 
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wenn auch nicht in gleichem Mafe, erzielt werden kann. In 
beiden Fillen scheint also beim Vorhandensein intakter Zellen 
ein Abbau dieser Spiegelbild-Isomeren stattzufinden. Auch haben 
E.Abderhalden und E.Tetzner’) gezeigt, daB bei Verfiitterung 
von racemischem Alanin niemals eine quantitative Ausbeute an 
reinem ]-Alanin im Harn erreicht wird, und die genannten Autoren 
weisen deshalb schon darauf hin, dab méglicherweise die optische 
Spezifitit des desaminierenden Enzyms nicht absolut ist. In einer 
ganz ihnlichen Richtung bewegen sich endlich auch die Unter- 
suchungen von A. Krebs’), der zeigen konnte, da die nicht- 
natiirlichen Spiegelbild-Isomeren der Aminosiuren in vielen 
Fallen sogar stairker oxydativ durch iiberlebende Nierenschnitte 
desaminiert werden als die natiirlichen. Wir haben durch zalhl- 
reiche Versuche diese Krebsschen Beobachtungen gemeinsam 
mit M. Neber?®) bestitigen kénnen. 

Um diese Frage genauer zu priifen, untersuchten wir deshalb 
nochmals die Enzym-Spaltung von racemischem und nichtnatiir- 
lichem ]-Arginin. Dabei konnten wir zeigen, daB unter normalen 
Versuchsbedingungen bei Verwendung von racemischem Arginin 
im allgemeinen nur die natiirliche Komponente gespalten wird, 
wihrenddem unter gleichen Bedingungen das_nichtnatiirliche 
l-Arginin nur eine sehr schwache Spaltung zeigt. Erhéht man 
jedoch die Enzymkonzentration um ein Vielfaches, dann gelingt 
es, auch das 1l-Arginin quantitativ in Harnstoff und 
Ornithin zu zerlegen. 

Aus diesen Versuchen geht also einwandfrei hervor, daB die 
optische Spezifitat der Arginase nur eine quantitativ auswihlende 
EKigenschaft des Enzyms ist. Offenbar ist die Affinitit des Enzyms 
zum optischen Antipoden des natiirlichen Substrats eine viel 
geringere, und deshalb muf man, um eine Links-Spaltung zu 
erhalten, hohe Enzym-Konzentrationen anwenden. Der Grund 
warum Riesser bei seinen Versuchen das 1-Arginin erhielt, ist 
darin zu suchen, daB er ein Minimum an Enzym-Extrakt fiir 
seine Spaltungsversuche anwandte. Verwendet man _ groéfen- 
ordnungsweise einen etwa 1000fachen Uberschu8 des Enzym- 
Extrakts, so gelingt es auch priiparativ racemisches Arginin ganz 
zu zerlegen. Durch. diesen Befund werden die Durchstrémungs- 
versuche von K.Felix und K.Morinaka (a.a.0.) gedeutet. Und 


1) Diese Z. 232, 79 (1935). 2) Diese Z. 217, 191 (19383). 
3) Diese Z. 224, 261 (1934). 
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. In FF andererseits kann man mit Hinblick auf die Verhiltnisse bei der 
Zellen | itterung von Ratten mit nichtnatiirlichem d-Histidin die Wirk- 
haben — camkeit dieser Stoffe nun erklaren. Da die Histidase in der 
erung Leber in ungefaihr 100fach geringerer Konzentration enthalten 
te an jst als die Arginase, ist es auch verstiindlich, da8 wir bei unseren 
itoren — friiheren Versuchen mit Leberextrakten bei der Spaltung des 
tische — yacemischen Histidins immer nur eine Zerlegung der natiirlichen 
einer : |-Komponente fanden. Wir neigen deshalb auf Grund dieser 
Jnter- — witgeteilten Tatsachen zur Anschauung, die ja auch schon 
nicht- von EK. Abderhalden in der genannten Arbeit ausgesprochen 
vielen wurde, daB die optische Spezifitat derjenigen sinzyme, 
hnitte welche die Aminosaduren hydrolytisch spalten, nur eine 
zall- Funktion der Enzym-Konzentration ist. Fiir die oxydative 
insali Desaminierung hat ja A. Krebs durch seine oben zitierten Be- 
funde diesen Beweis erbracht. Von den vielen Versuchen, die 
shalb wir an den verschiedensten Organ-Extrakten und mit den ver- 
1atiir- schiedensten Tierarten anstellten, geben wir hier nur das folgende 
malen Beispiel, welches alles Wesentliche in sich schlieBt: 
rginin | 


om Als Enzym diente Meerschweinchen-Leber, die auf ein Teil Leber 
_—_" mit 3 Teilen Glykokollpuffer vom py 9,4 und Quarz stark verrieben und 
rliche koliert wurde. 


man Pro Ansatz je 2 ccm m/10-Arginincarbonat mit Puffer py 9,4 auf 
elingt 10 cem erginzt, Zusatz von Toluol. 
und Nach der Spaltung bei 38° Umpufferung mit 3 cem Ureasepuffer + 


3cem Urease, dann 4 Stunden Spaltung bei 38° und Ammoniak-Bestimmung 
B die nach Folin. 














lende — ee 
IZVMS Verbrauch cem n/50-Schwefelsiure 
» viel ey eee | had 
rac. Arginin- | l-Arginin- | d-Arginin- 
is Zu carbonat m/10 | carbonat m/10 | carbonat m/10 
ead | | | , 
mrulit mee : ==" 
it, ist ff nach 2 Stunden Spaltung 
t ir fF 02cem Kolat..... . 9,90 | 0,25 | 14,30 
jBen- 2,0 cem Kolat...... |e 10,70 | 1,05 | 16,80 
) To Cols F Q2 QF or 
zy In- 6,0 com Bolat.....-> 10,85 | 3,85 16,45 
ganz nach 24 Stunden Spaltung 
ungs- 0,2cem Kolat..... ‘ 10,45 | 0,40 18,00 
Und 2,0cem Kolat...... 10,95 | 3,55 18,00 
6,0cem Kolat...... 11,80 | 12,85 18,00 


Bei maximaler Spaltung hitten verbraucht werden sollen: 


| 22,00 | 18,65 | 19,15 
18* 
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Aktivierung. 


Schon vor einer Reihe von Jahren konnte der eine yon 
uns (EK) gemeinsam mit J. Kraus in nicht verdffentlichten Ver. 
suchen die Beobachtung machen, daf Eisen- und Mangansalze 
die Arginasewirkung aktivieren. Waldschmidt-Leitz!) hat als 
erster dann iiber die Aktivierung der Arginase durch Eisensalze und 


G. Klein?) iiber den EinfluB der Mangansalze berichtet. Letzterer 


zeigte, daB es im Siuger-Skelettmuskel-Extrakt gelingt, Arginase- 
wirkung zu erzielen, wenn man diesen Extrakten geringe Spuren 
von Mangansalzen zusetzt. Diese Metall-Aktivierung der Arginase 
scheint ganz anderen Gesetzen zu folgen, als die von uns und 
unseren Mitarbeitern in einer Reihe von Arbeiten beschriebene 
Aktivierung des Enzyms durch Anaerobiose und durch Redox- 
kérper wie Glutathion usw.’*), die das Enzym vor Sauerstoti 
schiitzen. Man kann also in Geweben, welche im normalen Zu- 
stand nur spurenweise Harnstoft bilden, durch geeignete Akti- 
vierung eine starke Harnstoffbildung durch Manganzusatz erzielen. 
Auch die Arginase des Jensen-Rattensarkoms zeigt eine charakte- 
ristische Aktivierung durch Mangan. 


Wir dehnten nun diese Mangan-Aktivierung auch auf Vogel- 
organe aus, denn der Organismus der Sauropsiden ist ja durch 
seinen geringen Arginasegehalt gekennzeichnet, und dies hat schon 
seinerzeit A. Clementi in Parallele mit der Harnsiure-Synthese 
beim Vogel gesetzt. Wiahrenddem sich nun zeigte, daB tatsichlich 
in der Hiihner- und Taubenleber auch unter Mangan-Kinflu8 nur 
eine ganz geringe Arginase-Reaktion erzielt werden kann, erga) 
sich zu unserer Uberraschung, daB in der Tauben-Muskulatur 
eine sehr intensive Arginase-Reaktion bei Gegenwart von 
Mangansalzen ausgelést wird, Hiihnermuskel hingegen spaltet 
iiberhaupt nicht. 

Die Leber wurde 1:4 mit Glycerin und Quarzsand verrieben, koliert 
und je 1ecem von diesem Extrakt pro Ansatz angewandt. Der Muskel 
wurde auf eisgekihlter Platte feinst zerschnitten und pro Ansatz 1 g Brei 
angewandt sowie 0,4 ccm Mangansulfat m/100. Die Ansiatze wurden mit 


Puffer py 9,4 auf 10 cem gebracht. Nach der Spaltung, wie oben beschrieben, 
Umpufferung, Ureasespaltung und Bestimmung des Ammoniaks nach Folin. 


1) Diese Z. 215, 64 (1933). 
2) Diese Z. 235, 246 (1935); Klin. Wschr. 14, 205 (1935). 
5) Diese Z. 217, 89 (1933); Helvet. chim. Acta 17, 1030 (1934). 
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Verbrauch cem n/50-Schwefelsiure 
Nach 24 Stunden Spaltung : , | 
I II | _ | 2F 
Hahn | | 
teem Leberextrakt 1: 4 | | 
ohne Mangan. ...... 0,10 2.65 | 1,20 | 
mit Manmgam. ......->; 1,05 5,40 2,35 | 
Taube | | 
1eem Leberextrakt 1: 4 | | 
ohne Mangan ....... 0,40 | 2,40 2,10 | 0,35 
mit Mangan. ....... 7,60 | 9,75 7,35 5,00 
Hahn | | 
1g Muskel | 
ohne Mangan ....... 0,10 | 00 | 0,0 | 
mit Memgem. 2 2 se 0,60 | 00 | 0,20 | 
Taube | 
1g Muskel | | | 
ohne Mangan....... 3,65 | 4,65 | 10,65 | 3,35 
mit Mangan. 16,80 | 11,20 22.85 | 14,55 


ungemein starke Arginasereaktion erzielen. Wir geben von den 
zahlreichen Versuchen hier einige charakteristische Beispiele: 














; Verbrauch cem n/50-Schwefelsiure 
Nach 2 Stunden Spaltung — 
I | I | Il 

Hahn 

1 cem Nierenextrakt 1: 4 

ohne Mangan ....... 3,20 | 1,15 2,50 

Mit DEM 18,20 27,45 39,40 
Taube 

1cem Nierenextrakt 1:1000 (!) | 

ohne Mangan. ...... 5,50 | 6,00 

mit Mangan. ....... 34,75 | 42,60 


In unseren friiheren Untersuchungen iiber den Arginasegehalt 
der verschiedenen Tiergruppen und -Organe haben wir immer 
darauf hingewiesen, daB wir bei solchen Vergleichsuntersuchungen 
niemals Angaben iiber den absoluten Gehalt an Enzym machten, 
sondern daB wir nur iiber den Zustand des Enzyms in den 
(reweben zu gewissen Aussagen kommen. Die hier angefiihrten 
Versuche beweisen die Richtigkeit dieser Anschauung. Sie fiihren 
uns aber vielleicht einen Schritt weiter zu dem Problem der 
Harnsiiure-Synthese beim Vogel. Es wire denkbar, daB beim 
Sauropsiden die Harnsiure doch auf Grund der urspriinglichen 
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von H. Wiener!) ausgesprochenen Theorie gebildet wird, indem 
hier gezeigt wird, daB die Gewebe der Sauropsiden bei geeignetey 
Bedingungen zur Harnstoffbildung aus Arginin befihigt sind, und 
da vielleicht dieser Harnstoff im nascierenden Zustande mit dem 
Dreikohlenstoff-System zur Harnsiure synthetisiert wird. Die von 
W. Schuler’) angenommene ,,Harnsiure-Vorstufe“ wiirde unter 
dieser Annahme durch das System aktivierte Arginase + Drei- 
kohlenstoff-System + dem Krebsschen Citrullin-Argininsystem zu 
definieren sein. Die hier ausgesprochene Anschauung wird von 
uns zuniichst nur als Arbeits-Hypothese ausgesprochen. Sie hat 
aber den entschiedenen Vorteil, daf dadurch die Cisur zwischen 
Siugern und Sauropsiden bzgl. der Kndprodukte ihres Eiweif- 
stoffwechsels aufgehoben wird, und als primires Endprodukt des 
Eiweifstoffwechsels fiir alle Tierklassen der Harnstoff angenommen 
wird. Es wire zu wiinschen, wenn alle an diesem Problem be- 
teiligten Forscher an der Klirung desselben sich in diesem Sinne 
beteiligen wiirden. Von den zahlreichen Versuchen zur ,,Proklesis* 
(Hervorrufung) der Arginasewirkung durch Mangansalze hier nur 
einige Beispiele: 
1 g Meerschweinchenmuskel spaltet in 24 Stunden 


Ohne Mangan. ..... 38,95 5,60 2,70 6,75 2,9 
Mit Mangan. ...... 16,75 26,85 16,40 16,55 8,25 


Mangan-Aktivierung und optische Spezifitat der Arginase. 

Untersucht man nun die obenbeschriebene Spaltung des 
nichtnatiirlichen 1-Arginincarbonats durch Arginase unter dem 
aktivierenden Einflu8 von Manganzusatz, so kann man in den 
meisten Fillen zeigen, daB nur die Spaltung des natiirlichen 
d-Arginins unter dem Einflu8 von Mangan aktiviert wird, wihrend 
die 1|-Argininspaltung entweder gar nicht oder nur in ganz 
geringem MaBe hervorgerufen wird. 





























]-Arginin d-Arginin 
Meerschweinchenleber 
Ohne Mangan ..... 0,65 | 4,50 7,80 | 10,70 
Mit Mangan. ..... 0,75 | 6,65 13,45 19,85 
Meerschweinchenmuskel 
Ohne Mangan ..... 145 | 5,35 
Mit Mangan. ..... 2,05 | 14,25 (!) 





1) Hofmeisters Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. 2, 42 (1902). 
*) Klin. Wschr. 12, 736 (1933). 
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indem Es ergibt sich also die merkwiirdige Tatsache, da ein optisch 
meter orientiertes System durch eine optisch inaktive Substanz, das 
1, und — Mangan, im optisch spezifischen Sinn aktiviert wird. Dies dringt 
t dem zum Vergleich mit den eigentiimlichen Verhiiltnissen, die beziig- 
@ von lich der Lipasespaltung schon vor langer Zeit von Rona nnd 
unter Mitarbeitern bei dem EinfluB von Atoxyl und Chinin auf diese 
Drei- Enzyme gefunden wurde. Es lieBe sich iiber den mitgeteilten 
2m zu — merkwiirdigen Befund nun eine Reihe von Erklirungsméglichkeiten 
d von konstruieren, wir méchten uns aber heute mit diesem Hinweis 
ie hat begniigen, wir werden iiber dieses Problem noch weiter berichten. 
ischen 

.. Zur Reaktionskinetik der Arginase-Reaktion. 

TL des 


E. Gross?) hat auf Anregung von A. Kossel die Reaktions- 




















mmen ‘ ; 
" ‘ Konstante der Arginasereaktion aufzustellen versucht. In zahl- 
| e- ° . oo . . ° 
asa, reichen, nicht verédffentlichten Versuchen konnten wir seine An- 
ee gaben bestitigen, daB die Arginasespaltung nicht dem Gesetz 
lesis* ye 
ies einer monomolekularen Reaktion folgt. In diesem Zusammenhang 
untersuchten wir nun den Hinflu8 von Glykokoll, Alanin, Ornithin, 
Lysin und Harnstoff. Und dabei ergab sich, dai die Aminosiuren 
in steigendem Masse hemmend wirken, indem Ornithin die maxi- 
4 malste Hemmung gibt, wahrenddem das Homologe Lysin schon 
= einen etwas geringeren hemmenden EinfluB ausiibt, und zwar 
prigt sich die Hemmung in ungefihr gleichem Mabe bei der 
silos Spaltung von l- sowie von d-Arginin aus. 
> 
dem Meerschweinchenleber. 
. den —————————————— ———___—— 
ichen 1-Arginin d-Arginin 
rrend oi ides 
want 5 Rs 6s 6 eo 5,9 Ga Mees se ee 11,65 
o 5 Kolat + Alanin . . 4,70 0,1 Kolat + Alanin . 10,90 
5 Kolat + Lysin. . . 2,55 0,1 Kolat + Lysin. . 7,50 
—— 5 Kolat + Ornithin . 2,35 0,1 Kolat + Ornithin. 6,65 
5 Kolat + Glykokoll . 4,50 0,1 Kolat + Glykokoll 10,45 
Harnstoff iibt in gréBeren Konzentrationen ebenfalls eine 
70 geringe Hemmung aus, eine Tatsache, die physiologisch vielleicht 
85 deshalb interessant ist, da diese Substanz als Endprodukt das 


Ziel der ganzen Reaktion sein soll, wihrenddem nach der Krebs- 
schen Anschauung die Ornithin-Konzentration der Harnstoff- 
bildenden Gewebe relativ gering ist. Es gelingt aber auch bei 


) Diese Z. 112, 22 (1920). 
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vorheriger Zugabe von gréBeren Mengen von Harnstoff + Ornithin 
die Arginasespaltung eines sonst sehr stark wirkenden Leber- 
extrakts auf annahernd Null herunterzudriicken. 


Meerschweinchenleber 1:4. 

















1-Argi- d- Argi- 

nin nin 
ae SS.) | re 8,05 
5 Kolat+ Ornithin. . ... 1,9 0,1 Kolat+ Ornithin. . . .]| 3,80 
5 Kolat +2 Harnstoff ...] 6,9 0,1 Kolat + 2 Harnstoff. . .] 8,70 
5 Kolat + 2 Harnst.+2 Orn.] 3,65 | 0,1 Kolat + 2Harnst.+ 2O0rn.] 5,40 
5 Kolat +4 Harnstoff ...| 4,40 |0,1 Kolat+4Harnstoff. . .] 6,50 
5 Kolat + 4 Harnst.+4 Orn.| 1,60 | 0,1 Kolat+4Harnst.+ 40Orn.| 1,20 


G. Klein!) hat in seinen Veréffentlichungen erwihnt, dab 
EiweiBspalt-Produkte wie Peptone usw. hemmend auf die Arginase- 
Reaktion einwirken und unsere Versuche mit reinen Aminosiuren 
bilden in diesem Sinn eine Erklirung fiir diesen Befund. 

In friiheren Versuchen mit B. Schuler’) hatten wir den 
Kinflu8 des Thyroxins auf die Arginase untersucht und dabei in 
mehreren Fallen einen hemmenden Einflu8 dieses Hormons auf 
die Arginase-Aktivierung der Organe gefunden. Die Arbeit mufte 
damals in dem vorliufigen Zustande unterbrochen werden. Wir 
hatten damals auch versucht, durch Arginin-Injektion Arginase- 
wirkung in der Muskulatur hervorzurufen. Kine ausfiihrliche Wieder- 
holung dieser Versuche zeigte uns, daB in einem Teil der Ver- 
suche diese Resultate reproduziert werden konnten, wahrenddem 
bei einer groBen Zahl von Versuchen keine Arginaseaktivierung 
und kein Einflu8 des Thyroxins sich bemerkbar machte. Ks 
spielen hier offenbar noch eine Reihe von unbekannten Faktoren 
mit, die sich noch nicht erfassen lassen. 


1) Diese Z. 213, 217 (1932). 2) Diese Z. 206, 78 (1932). 
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Uber den Neutralschwefel-gehalt 
in normalen und pathologischen Harnen. 


Von 


Alfred Friedrich und Emil Bauer. 


(Aus dem Institute fiir medizinische Chemie und der I. medizinischen Klinik 
der Universitit in Wien.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1936.) 


Die Ausscheidung der Neutralschwefel-kérper in normalen 
und pathologischen Harnen war schon wiederholt Gegenstand 
eingehender Untersuchungen. Man wollte einerseits den Zu- 
sammenhang des intermediiiren Kiweifstofiwechsels mit der Bil- 
dung der Neutralschwefel-kérper nachweisen, andererseits die Er- 
gebnisse solcher Untersuchungen als eventuelle Stiitze fiir die 
klinische Diagnose heranziehen. Der Umstand, daf bei den bis- 
herigen Untersuchungen nur einzelne, bestimmte Krankheitsbilder 
in Betracht gezogen wurden (z. B. Tuberkulose und Carcinom), 
ferner, daB die von den verschiedenen Autoren angegebenen 
Analysendaten wesentliche Abweichungen aufweisen, wurde An- 
lab, eine solche Untersuchung auf breiterer Basis durchzufiihren. 


Als Methode zur Schwefelbestimmung diente die an unserem 
Institute ausgearbeitete maBanalytische Bestimmung des Gesamt- 
schwefels') und des Ester- und Sulfatschwefels”), welche Be- 
stimmungen in den letzten Jahren ununterbrochen ausgefiihrt 
worden sind und deren VerliBlichkeit durch Vergleich mit gravi- 
metrischen Methoden oder Analyse von Testsubstanzen zeitweise 
nachgepriift wurde. 

Bei allen untersuchten Harnen wurde der Neutralschwefel- 
gehalt, der Gesamtschwefel-gehalt und der Gesamtstickstoff-gehalt 
bestimmt; aus den analytischen Daten wurde dann das Verhiltnis 
dieser GréBen zueinander berechnet. Die angegebenen Werte sind 
immer Mittelwerte aus zwei Bestimmungen, die untereinander 


1) Diese Z, 228, 61 (1934). 2) Diese Z. 285, 174 (1935). 
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eine Abweichung bis zu + 0,5 mg-°/, aufwiesen. Im nachfolgen- 
den Text und in den Tabellen bedeuten: 


(nS) = Neutralschwefel in mg-°/,. 
(gS) = Gesamtschwefel in mg-°/,. 
(N) = Gesamtstickstoff in mg-°/). 
(nS/gS) = Prozente des Neutralschwefels vom Gesamtschwefel. 
(nS/N) = Prozente des Neutralschwefels vom Gesamtstickstoff; da diese Za! 
in der Regel kleiner ist als 1, wurde sie der besseren Ubersicht 


halber mit 100 multipliziert. 
(S:N) = Verhiiltnis des Gesamtschwefels zum Gesamtstickstoff. 


I. Harne Gesunder. 


Die Untersuchung normaler Harne wurde nur vorgenommen, um 
ein Bild iiber die physiologischen Grenzen der Neutralschwefel- 
ausscheidung zu erhalten. Dabei wurde Bedacht genommen, dai 
die Resultate nicht durch alimentiires Sulfat (Mineralwisser, 
Karlsbadersalz, Bitterwisser) beeintrichtigt werden. 

Die niedrigsten Neutralschwefel-werte wurden bei Personen 
mit ausreichender, jedoch eiweiBarmer Kost gefunden. Proben 
aus der Tagesmenge ergaben: (uS) = 3,9—7,1 mg-°/,; (gS) = 56,8 
bis 88,2 mg-°/,; (N) = 1095—1465 mg-°/,; (nS/gS) = 7—8 °/,; 
(n/N) = 86—49; (S:N) = 1:16—1:19. 

Fast gleiche Ergebnisse wurden in Mischharnen gefunden, die 
ausschlieBlich Nachmittagsharne waren (Manner von 20—25 Jahren. 
(nS) = 5,8 mg-°/,; (gS) = 66,8 mg-°/,; (N) = 1186 mg-/,: (nS/gs) 
= 8,5 °/,; (aS/N) = 48; (S:N) = 1:16. 

Horiguchi Shusuke’) hat in Harnen von 5 gesunden Personen 
(5 Stunden nach einem leichten Friihstiick) ihnliche, aum Teil sogar nie- 
drigere Werte gefunden. Die von ihm als Schwefelsiure angegebenen, 
von uns auf Schwefel umgerechneten Werte sind: im Mittel von 15 Analysen: 
(nS) = 2—3,1 mg-°/,; (gS) = 43,7—66,3 mg-°/,; (N) = 666—887 mg-°/,; (nS/gS) 
= 4—7°/,; (nS/N) = 28—46; (S: N) = 1: 138—1: 15. 

Durch den Ubergang von eiweifarmer zu eiweiBreicher Nahrung 
(Selbstversuch mit 3tagiger eiweifreicher Kost) erfuhr die Aus- 
scheidung des Neutralschwefels und des Gesamtschwefels eine 
starke Steigerung. Diese Steigerung (Neutralschwefel um 66°), 
der urspriinglichen Menge; Gesamtschwefel um 85°/, der ur- 
spriinglichen Menge) ergab sich jedoch nur aus dem wesentlich 
gréBeren Volumen des Tagesharnes. Die analytischen Daten 





3) J. of Biochem. 14, 265 (1931). 
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waren nur leicht erhéht; die Verhiltniszahlen praktisch un- 
veriindert. Erst einige Tage nach der grofen EKiweifzufuhr (in 
der Zwischenzeit wurde wieder eiweiBarme Kost gegeben) ergab 
sich ein Anstieg des Neutralschwefel-gehaltes. (nS) = 10,2 mg-°/,, 
friher 7,1 mg-°/,; (gS) = 102,9, friiher 88,2 mg-°/,; (N) = 1697, 
friher 1456; (nS/gS) = 10°/,, friiher 8°/,; (nS/N) = 60, frither 49; 
(S:N) = 1:16 unverindert. Kinige Tage nach dieser Erhéhung 
stellten sich, bei gleichbleibender eiweiBarmer Kost die urspriing- 
lichen Werte wieder ein. 

Aus den gesamten Analysen normaler Harne ergaben sich 
als Héchstwerte: (nS) = 9—11 mg-°/,; (nS/gS) = 12—13°/,. Ob 
diese Héchstwerte mit der Ernihrung zusammenhingen oder 
nach Folin‘) der Ausdruck einer individuellen Konstante sind, 
sei dahingestellt. Zu bemerken ist nur, daf die von M. Weiss‘) 
bei normalen Harnen gefundenen Mittelwerte mit einer Re- 
lation: (nS/gS) = 14,8—16,5°/, héher liegen als die von uns ge- 
fundenen Héchstwerte und auch in Kinzelfillen ein solcher 
Prozentgehalt nie gefunden wurde. 


Als Endergebnis der Untersuchung normaler Harne (Proben 
aus der Tagesmenge) kann der Prozentgehalt des Neutralschwefels 
vom Gesamtschwefel mit 7—13°/, als unterste und oberste Grenze 
angegeben werden; die Relation Neutralschwefel zu Gesamtstick- 
stoff liegt zwischen 36 und 80. 


II. Fieberhafte Erkrankungen. 


Bei fieberhaften Erkrankungen stellt die alimentire Kiweib- 
zufuhr in der Regel ein Minimum dar und der EiweiSumsatz geht 
fast ganz auf Kosten des KérpereiweiBes. Da nach Angaben von 
M. Weiss‘) das OrganeiweiB verhiltnismaibig mehr Neutralschwefel- 
kérper liefert als das Nahrungseiweib, so war bei fieberhaften 
Erkrankungen eine besonders hohe Steigerung der Neutralschwefel- 
werte zu erwarten. In Tab. I sind 11 Fille fieberhafter Er- 
krankungen verzeichnet. 


Aus der Tab. I geht hervor, daB bei fieberhaften Er- 
krankungen der Prozentsatz Neutralschwefel vom Gesamtschwefel 
auf das Doppelte bis 4 fache gesteigert ist. Bemerkenswert ist 
ferner, daB auch die absoluten Werte fiir Gesamtschwefel in 





*) Amer. J. Physiol. 13, 97 (1905/I); 13, 117 (1905/ID. 
5) Biochem. Z. 27, 175 (1910). 
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Tabelle I. 

' we ms) | @S) | & [ass] owt en, 
Nr. ‘he D nd S/N)] (8:2 
Nr Klinische Diagnose ey ey mg: eZ “Jo-100 (nS/N)] (S:N) 

1 Tondiitieeis Sepsis , oo Bast 141 1868 17 130 [1:18 

2 | Ikterus b. Sepsis (Tumor 

ventriculi). . . 25,9 | 137 | 1408 19 185 | 1:10 

3 | Fieber - Bang oder Para- 

typhus?. ... 8 67 823 12 ot 51:12 
ret ean Pneumonie. 14,4 | 106 | 1632 13,5 88 | 1:15 


4 f 
5 | Pneumonie 37 81,5] 746 46 490 11:9 
6 


Pneumonie mit Pericar- 

ditis - 2 
Pneumonie (entfiebert) -| 2 
Fieber: Endocarditis . 2 


5 108 991 44 480 
7 5 

8 

9 | Pneumonie (entfiebert) 
0 

1 


7 1 

1 172 | 1982 | 12,5] 110 |1 

3 125 1764 18 130 1:14 

871 79 | 983] 11 88 | 1 

Pneumonie .. 17 133 1966 13 86 | 1 

Unklare fieberhafte ‘Drt- 
senerkrankung. . . .| 16,4 95 } 1145) 17 140 }1:12 























Anmerkung: ad 7: Pneumonie entfiebert; ad 8: Spuren Albumen im 
Harn; ad 9: entfiebert, positiver Réntgenbefund; ad 10: 8. Krankheitstag, 
2 Tage vor der Entlassung; ad 11: junges Midchen mit Normalkost. 


einzelnen Fallen wesentlich erhéht sind; bei normalen Harnen ist 
100 mg-°/, Gesamtschwefel die oberste Grenze. Der Stickstoffgehalt 
ist dagegen nur leicht erhéht. In der Verhiltniszahl Neutral- 
schwefel zum Gesamtstickstoff kommt die Steigerung des Neutral- 
schwefels am stirksten zum Ausdruck (Héchstgrenze bei normalen 
Harnen 80, Steigerung 86—490). Die Annahme, daB durch 
den Zerfall von Koérpereiweif die Neutralschwefelaus- 
scheidung besonders gesteigert wird, bestitigt sich. 


Il. Tuberkulose. 


Bei der Tuberkulose ist zum Unterschied von den akut 
fieberhaften Erkrankungen die regelmifBige Aufnahme von Nah- 
rungseiweiB anzunehmen, somit auch die Auswirkung des alimen- 
tiren EKiweiBes im Stoftwechsel zu_ beriicksichtigen. Weiters 
kommen hier nur subfebrile Temperaturen in Betracht und so 
kame auch dem durch das Fieber hervorgerufenen Protoplasma- 
zerfall geringere Bedeutung zu. Dagegen kénnte bei der Tuber- 
kulose der durch die chronische Wirkung der Bakterientoxine 
bedingte Gewebseiweibzerfall fiir eine erhéhte Ausscheidung der 
Neutralschwefel-kérper in Frage kommen. In der Tab. II sind 
die Versuchsergebnisse von 7 Tuberkulosefillen verzeichnet. 





ss, ~ow 
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Tabelle II. 





(nS) | (gS) | (N) | (@S/gS)](nS/N) (S:N) 


9/ 


Nr. Klinische Diagnose 
Nr inis ing mg-*/y}mg-*/o]mg-"/o} — °/o jo" 100 





12 | Tbe-Pleuritis. . . . . .] 17,6 114 | 1624 15 108 | 1:14 
13 | Pleuritis Tbe? . . . . .| 25,6 159 1808 16 141 j; 1:11 
14 | Pleuritis - Verdacht auf 
latente Tbe .... .]| 17,3 | 101 | 1108 17 156 [1 
15 | Apicitis-Pleuritis. . . .| 20,2 165 | 23350 12 87 | 1: 
16 | Tbe mit Bronchiektasien| 18,6 63 846 29 220 | 1:13 
17 | Galoppierende Tbe. . .] 13,2 60 | 1280 22 100 | 1:21 
i8 | Tbe. ve S = oe 73 | 1162 15 100 | 1:16 


Anmerkung zur Tab. II: ad 17: Der Fall wurde zur Zeit der 
Harnanalyse als Pneumonie gefiihrt; einige Tage spiter mit positivem 
Sputumbefund als galoppierende Tbe erkannt. 























Die bei der Tuberkulose gefundenen Daten sind durchwegs 
als erhéht zu bezeichnen; auch hier tritt dies in dem Verhiltnis 
Neutralschwefel zu Stickstoff am stirksten hervor. AuBerdem 1ibt 
sich ein gewisser Zusammenhang zwischen der Schwere 
des klinischen Bildes und der Hohe der Neutralschwefel- 
ausscheidung erkennen. 


IV. Carcinom. 

Das Carcinom als Typus einer kachektischen Erkrankung 
mit erhéhtem Protoplasmazerfall liBt von vorneherein erhéhte 
Neutralschwefel-ausscheidung erwarten. M. Weiss®) fand beim 
Carcinom die héchsten Neutralschwefelwerte, hilt es aber fiir 
unzulissig, diesen Befund als Grundlage fiir eine Differential- 
diagnose zu verwenden. Mario Romani®) fand dagegen unter 
30 Carcinomfallen nur 12 (d.i. 40°/,) mit eindeutiger Erhéhung 
des Neutralschwefels. In Tab. III sind die von uns untersuchten 
Fille wiedergegeben. 








= [ed] & ]ese8 [05] 
mg-°/,}mg-°/,|mg-°/, ‘lo */9* 100 


Nr. Klinische Diagnose 





19 | Hepaticus-Ca 

(Leberzirrhose). 
20 | Zungen-Ca bee at ae 
21 | Oesophagus-Ca. . . . .] 1 
22 |Ca papillae vateri 1 
23 | Ca ventriculi ocaiieal ' 
24 | Ca ventriculi (Bronchitis)]| 9,! 


60 955 13 81 
71 | 1063 13 89 
12 78 
79 | 1131 25 174 
32 489 26 174 
63 | 1022 15 93 
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®*) J. Labor a. clin. Med. 3, 41 (1922). 
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Anmerkung zur Tab. III: ad 20: keine Metastasen, Ernahrune 
fliissig-Milch-Zucker; ad 21: Metastasen, klinisch nicht feststellbar, Er- 
nihrung Mileh—Eier-Zucker durch Fistel; ad 22: Lebermetastasen, durch 
Probelaparatomie festgestellt, Ernihrung eiweiBarme Schonungskost; ad 23: 
fiir Lebermetastasen kein klinischer Anhaltspunkt, konnte wegen alter 
Osteomalacie nicht operiert werden; ad 24: spiiterer Operationsbefund 
groBe Lebermetastasen. 


Aus den Befunden der Tab. Ii] geht hervor, daB beim Car- 
cinom neben starken Erhéhungen des Neutralschwefels auch 
normale Werte gefunden werden. Aut Grund des Falles 22 
neigten wir zur Annahme, daf in diesem Falle der absolut und 
auch relativ hohe Neutralschwefel durch Hinzutreten der Leber- 
schidigung hervorgerufen sein kénnte. Fall 23 (ohne Leber- 
metastasen) und Fall 24 (mit Lebermetastasen) widersprechen 
jedoch dieser Annahme. 


V. Lebererkrankungen. 


Nach Untersuchungen von R.Garcin Loeper und A. Lesure’) 
findet in der Leber eine Fixation und Oxydation der Schwefel- 
kérper statt. Die Autoren stiitzen diese Annahme auf folgende 
Versuchsergebnisse: Der Schwefelgehalt im Pfortaderblut ist kon- 
stant héher als in der Lebervene; der prozentuelle Anteil des 
oxydierten Schwefels ist dagegen in den Lebervenen gré8er als 
im Pfortaderblut. Nach Annahme der Autoren tritt bei Leber- 
erkrankungen, welche die schwefeloxydierende Funktion der Leber 


stéren, Neutralschwefel in erhéhter Menge in das Blut iiber. Aut 


Grund dieser Annahme wire bei Lebererkrankungen mit einer 
Steigerung des Neutralschwefels im Harn zu rechnen; diesbeziigliche 
Versuchsergebnisse sind in Tab, [V zusammengestellt. 

Bei akuter gelber Leberatrophie konnte 2 Tage vor dem Tode 
bei relativ kleinen Werten fiir den Gesamtschwefel eine Erhéhung 
des Neutralschwefels festgestellt werden. Diese Erhéhung lit 
sich aber auch ohne Annahme einer Funktionsstérung der Leber 
(Schwefeloxydation) durch den Zerfall von Lebergewebe erkliren. 

Bei dem Fall von Icterus catarrhalis zeigt sich jedoch vor- 
iibergehend eine wesentliche Steigerung des Neutralschwefels, die 
sowohl als Auswirkung einer Funktionsstérung als auch eines 
Protoplasmazerfalls erklirt werden kinnte. Auf die Fille der 
Funktionsstérung der Leber durch Carcinommetastasen wurde 
schon friiher hingewiesen. 


‘) Progrés méd. 59, I, 9 (1927). 
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Tabelle et 








Nr. Klinische Diagnose (a8) eS) ®) (n8/g5) | (a8/N) (S: N) 
mg-"/ me [oJmg-"/o] “/o — J"/* 100 | 

95 |Icterus catarrhalis . . .]| 2,2 39 557 6 40 }1:14 
26 | Desgl. oe oe oe 5,8 48 773 12 1 {1:16 
ees 60 893 20 130 } 1:15 
ees 35 606 23 130 [1:17 
29 |Desgl. . . 9,5 59 966 16 98 [1:16 
30 | Akute gelbe Leber- 

atrophie. . . o «| 14,5 63 995 28 145 | 1:16 
31 | Akute gelbe Leber- 

atrophie. . . -| 2,9 29 328 10 88 | 1:11 
32 | Lebercirrhose (Hepati- 

cus-Ca) ... 7,7 60 955 13 81 | 1:16 
33 Lebermetastasen(Papillac 

vateri-Ca) . 19,7 | 79 | 1131] 25 174 | 1:14 
34 | Le bermetastasen bei Me- 

lJanosarkom .... «| 18 — 591 — 305 























ied 


Anmerkungen zu Tab. IV: Die Analysen Nr. 26, 27, hi, 29 beziehen 
sich auf ein und denselben Fall von Icterus catarrhalis, 26, 27 und 28 sind 
Untersuchungen von 8 aufeinanderfolgenden Tagen, 29 um 4 Tage spiiter; 
ad 30: die Harnuntersuchung erfolgte 2 Tage vor dem Tode der Patientin, 
Spuren Albumen im Harn; ad 31: Katheterharn 1 Tag vor dem Tode, Al- 
bumen in Spuren; ad 32 und 33: die Fille wurden des Vergleiches halber 
in die Tabelle aufgenommen; ad 34: Gesamtschwefel konnte nicht bestimmt 
werden, da der Harn zwecks Konservierung iiber Atzbaryt aufbewahrt wurde. 


VI. Verschiedene Erkrankungen. 


Unter den in vorliegender Arbeit untersuchten Harnen sind 
16 Falle, die sich in die vorangehenden Gruppen nicht einreihen 
lieBen und daher in Tab. V gemeinsam wiedergegeben sind. 

Von den in Tab. V aufgenommenen Krankheitsfillen ist ein 
Teil absichtlich gewihlt worden. Hierher gehéren zuniichst die 
Fille 36, 37 und 38 (Pulmonalsklerose, Dekompensierte Mitral- 
stenose, Emphysem). Die Untersuchungen sollten zeigen, ob die 
von V. Serra und M. Nunberg®) bei Dekompensations-erschei- 
nungen gefundene Thiimie (Steigerung des Gesamtschwefels und 
der Neutralschwefelkérper im Blut) auch im Harn zu beobachten 
ist. Eine wesentliche Erhéhung ergab sich jedoch nur bei der 
Pulmonalsklerose; bei der dekompensierten Mitralstenose liegen 
die Werte unterhalb der Norm. Emphysem mit arterieller 
Sauerstoffsittigung 53 gab iiberhaupt keinen Neutralschwefel, 
Weiters sind die Diabetesfille (49, 50, 51) untersucht worden, da 


Z. Kreislaufforschg. 26, 321 (1934). 
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Tabelle V. 
Nr. Klinische Diagnose — (g5) (N) | (a8/gS) | (aS/N) (S:N) 
mg-°/,}mg-"/,}mg-"/of %%o 4/92 10 

36 | Pulmonalsklerose. . . .{ 17,3 74 815 | 23 210 | 1:11 
37 | Dekompensierte Mitral- 

stenose . pe ee ei 2,3 50 762 5 30 71:15 
38 |Emphysem  (Sauerstoff- 

siittigung 53) 0 43 818 _ — $1319 
39 |Hypertonie .... 23 215 | 1994] 11 116 | 1:9 
40 | Polyarthritis subacuta .] 15 109 | 1498 | 13,5 98 | 1:14 
41 |Sekundire chron. Poly- 

arthritis . oe oe 538 977 3 16 | 1:19 
42 | Myeloische Leukaemie .| 1,3 27 431 5 30 | 1:16 
43 | Desgl. ei 1,6 33 636 5 25 11:19 
44 | Mediastinaltumor. 3.5 42 703 8 50 11:16 
45 }|Morbus Weil 5,2 94 622 5,5 84 11:7 
46 | Chron. Obstipation . 6,1 74 616 8 100 | 1:8 
Jf... ee 11,2 | 113 | 1720] 10 65 J 1:15 
48 |Grippe mit Adnexitis. 7,4 94 | 1554 8 47 [1:16 
49 |Schwerer Diabetes . 0,7 29 566 2 12 11:19 
50 | Desgl. . 3,5 46 602 7,6 58 11:13 
51 | Diabetes 4,8 44 739 11 65 11:16 
































H.E. Bittner’) eine Steigerung des Neutralschwefels bei Dia- 
betes gefunden hat. In den hier untersuchten Fallen ergaben 
die schweren Diabetesfalle Neutralschwefelwerte unter der Norm, 
wihrend der leichtere Fall die Grenzen fiir den Normalharn noch: 
nicht iiberschreitet. 


Zusammenfassung. 


Fiir das Zustandekommen einer Erhéhung der Neutral- 
schwetfelkérper im Harn kénnen folgende Moéglichkeiten in Be- 
tracht gezogen werden. 

1. Uberbelastung des Organismus durch andauernde 
allzureichliche EiweiBkost, zu deren Aufarbeitung, trotz 
der spezifisch-dynamischen Wirkung des Nahrungseiweifes die 
normalen Oxydationsprozesse nicht mehr ausreichen. Nach unseren 
Selbstversuchen und dem in ‘ab. V aufgenommenen Fall von 
Hypertonie ist es hier fraglich, ob die Neutralschwefel-erhéhungen 
in diesen Fallen bereits in die GréSenordnung der pathologischen 
Neutralschwefelwerte fallen. 

2. Sauerstoffmangel, hervorgerufen durch Stérungen im 
Lungenkreislauf, durch Erkrankungen der Lunge selbst (Pneu- 
monie, Lungentuberkulose) oder durch serése Entziindung der 


*) Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 506, 537 (1929). 
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Leber, welche die Sauerstoffversorgung dieses Organs voriiber- 
gehend beeintrachtigt. Der untersuchte Fall von Icterus catarrhalis 
und der erhéhte Neutralschwefelwert bei dem Falle der Pulmonal- 
sklerose geben dieser Méglichkeit immerhin Raum; diesbeziiglich 
fehlen jedoch noch eingehende Untersuchungen. Bei den anderen 
Fallen (Pneumonie, Tuberkulose, Lebermetastasen) liegt kein Grund 
fiir eine solche Annahme vor. 

3. Protoplasmazerfall durch Einwirkung von Bakterien- 
toxinen, durch Wirkung von in Carcinomgeweben frei werdenden 
Stoffwechselgiften oder sonstigen, den OrganeiweiBzerfall be- 
dingenden Giften. 

Mit dieser Annahme lassen sich fast alle hier gefundenen Er- 
héhungen in der Neutralschwefel-ausscheidung zwanglos erkliren, 
so daB die vermehrte Bildung von Neutralschwefel-kérpern ein 
MaB fiir den Umfang des GewebseiweiBzerfalles darstellt. In 
diesem Sinne kann (mit Ausnahme der Cystinurie) die Bestimmung 
der Neutralschwefel-kérper fiir die Beurteilung der Schwere des 
klinischen Bildes dienlich sein. 


Herrn Assistenten Dr. Hans Kaunitz von der I. med. Klinik, 
Herrn Dozenten Dr. Fritz Schiirer v. Waldheim von der II. chirurg. 
Klinik und Herrn Dr. Rudolf Scholl von der I. chirurg. Klinik der Uni- 
versitiit Wien sei an dieser Stelle fiir ihr liebenswiirdiges Entgegenkommen 
bei der Beschaffung des Untersuchungsmaterials bestens gedankt. 


Anhang. 

Um eine experimentelle Stiitze fiir diese Annahme zu erbringen, 
wurde im Tierversuch die Neutralschwefel-ausscheidung nach Phosphor- 
vergiftung gepriift. Der Harn eines kriftigen Kaninchens wurde durch 
3 Tage gesammelt und dann analysiert. Da im Kaninchenharn ein groBer 
Teil des Schwefels als Thiosulfat ausgeschieden wird, dieser jedoch nicht 
als Neutralschwefel im Sinne von organisch gebundenem Schwefel betrachtet 
werden darf, wurde der Anteil an als SO, fliichtigem Schwefel bestimmt 
und von dem Neutralschwefelwert in Abzug gebracht. 

Die analytischen Daten waren (nS) = 11,2 mg-°/,, (nS/gS) = 6,6°/,, 
(nS/N) = 170. 

Nach subcutaner Injektion von 4mg gelbem Phosphor (in Oliven6l gelést) 
ergab der Sammelharn der folgenden 3 Tage die nachstehenden Ergebnisse: 


(nS) : 30 mg-°/,, (nS/gS) = 12°/, und (S/N) = 460. 


Das Tier war nach dieser Zeit schon deutlich abgemagert; eine 
weitere Injektion von 8mg Phosphor fiihrte innerhalb von 1'/, Tagen den 
Tod herbei; der in dieser Zeit gesammelte Harn ergab nur mehr eine 
geringfiigige Erhéhung gegeniiber den Werten nach der ersten Injektion. 
Der Versuch kann jedenfalls als Beweis fiir die obige Annahme ge- 
wertet werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLII. 19 
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Bemerkungen zur Methodik. Die eingangs zitierten Methoden der 
Gesamtschwefelbestimmung und Sulfat- und Esterschwefelsiurebestimmung 
wurden unverindert beibehalten. Nur in bezug auf die Filtration der 
Benzidinsulfat-niederschlige hat sich eine Abiinderung als notwendig und 
niitzlich herausgestellt. Der von der Saugpumpe zur Saugflasche fiihrende 
Vakuumschlauch wurde in der Mitte mit einem Schraubenquetschhahn ver- 
sehen. Es darf niemals vorkommen, daB durch plétzliches Autf- 
heben des Vakuums oder rasches Ansaugen Luftwirbel ent- 
stehen, die die Filterschichte lockern kénnten, denn dadurch ist 
der exakte quantitative Verlauf der Bestimmung in Frage gestellt. Nach 
Herstellung des Filters 1éBt man die Vakuumpumpe weiterlaufen, sperrt 
jedoch mit dem Quetschhahn ab und lift das Vakuum in der Saugflasche 
vom Filter aus vollaufen. Beim Absaugen des Niederschlages wird der 
Quetschhahn wieder vorsichtig gedffnet und so einreguliert, daB nur 
1 Tropfen Flissigkeit pro Sekunde auf das Filter fillt. Vor Zugabe 
der alkoholischen Silbernitratlésung (1 ccm) wird der Quetschhahn so ge- 
drosselt, daB ungefiihr 10 Sekunden verstreichen, bis der zugefiihrte ccm 
Silbernitrat das Filter passiert hat. Beim Nachwaschen wird wieder ent. 
sprechend stirker gesaugt. 

Bei der Bestimmung der Ester- und Sulfatschwefelsiiure wurde in der 
zitierten Arbeit eine Korrektur fiir die Léslichkeit des Benzidinsulfates in 
der vorgelegten Liésung angegeben, und zwar mit 0,03 ecm n/50-Lauge fiir 
1 cem Flissigkeit. Nach wiederholter Nachpriifung dieses Faktors an Test- 
lésungen und Vergleich mit gravimetrischen Bestimmungen erscheint diese 
Korrektur als etwas zu hoch. Eine Korrektur von 0,024 ccm n/50-Lauge 
pro cem Fliissigkeit ergab in allen Fiillen eine bessere Ubereinstimmung. 
Fiir die bei dieser Bestimmung vorgelegten 5 ccm Liésung wiren somit 
0,12 cem n/50-Lauge als Korrektur anzubringen. 
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Beitrage zur Kenntnis der Stoffwechselvorginge 
in der menschlichen Placenta. 


Von 


Otto Busse. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Heidelberg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1936.) 


Bei der Bedeutung, die die Placenta fiir die Entwicklung 
des Fétus besitzt, ist es verstiindlich, daB man sich schon seit 
langem bemiiht, Kinblick in die biologischen Vorgiinge in diesem 
Organ zu gewinnen. Besonders eifrig wurde die Placenta auf das 
Vorkommen verschiedener Fermente untersucht mit dem Ergebnis, 
da8 das Vorhandensein einer ganzen Reihe von Fermenten sicher- 
gestellt werden konnte. Die meisten von ihnen kommen aber nur 
in geringen Mengen vor, so z. B. die eiweiBspaltenden und fett- 
spaltenden Fermente. Dagegen enthilt die Placenta ein kohlen- 
hydratspaltendes Ferment — die Diastase — in groBer Menge, 
wihrend disaccharidspaltende wiederum nur in Spuren vorkommen. 
Der Diastasegehalt der menschlichen Placenta‘) ist sogar 4—8 mal 
gréBer als derjenige der Leber, was deswegen besonders auffallend 
ist, weil die tibrigen Fermente regelmibig in viel geringerer Menge 
vorkommen als in anderen Organen des menschlichen Organismus. 
In diesem Zusammenhang ist weiterhin interessant, daB die Placenta 
relativ viel Glykogen enthilt, welches nach der AusstoBung sehr 
schnell abgebaut wird. Obwohl die Angaben der einzelnen Autoren 
immer noch sehr stark schwanken, so finden doch die meisten 
Untersucher etwa 0,062 bis 0,43 bis 0,58°/, fiir die reife mensch- 
liche Placenta®*), Demgegeniiber enthilt z.B. der menschliche 
Skelettmuskel*) etwa 0,4°/,, derjenige anderer Tiere®) etwa 0,1 
bis 0,2°/,, der Herzmuskel bei verschiedenen Siugetieren 0,083 
bis 0,56°/,, also gréBenordnungsmibig etwa die gleiche Menge 


/09 
wie die Placenta. Aus diesem Grunde ist es verstindlich, daB 





1) K. Maeda, Biochem. Z. 148, 347 (1923); vgl. dort auch iltere Lit, 
*) R. Kessler, Z. gynik. Urol. 98, 487 (1930). 

*) Murakami, zitiert nach Ber. Gynik. 22, 290 (1932). 

*) Oppenheimer, Hdb. Biochem. Bd. IV, S. 318. 

*) Oppenheimer, Hdb. Biochem. Erg. W. Bd. II, 8. 222, 253. 

19° 
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die Vorginge des Kohlenhydratstoffwechsels besonderem Interesse 
begegneten und verschiedene Autoren versuchten die Wege zu 
kliren, die der Kohlenhydratabbau in der Placenta nimmt 
bzw. die dabei auftretenden Zwischenprodukte festzustellen. 
Wenn auch diese Untersuchungen nur zu orientierenden Fest- 
stellungen gefiihrt hatten, so kann doch als sicher gelten, dag 
die Placenta eine nicht unbetriichtliche anaerobe Glykolyse %) zeigt. 
Um so mehr nimmt es wunder, daB eines der wichtigsten Fer- 
mente des Kohlenhydratstofiwechsels — die Phosphatase — bisher 
keine Beachtung gefunden hatte. Ich finde in der Literatur nur 
2 Angaben, die sich auf Dephosphorylierungsvorginge in der 
Placenta beziehen. Der Nachweis einer Pyrophosphatase’) und 
die Feststellung von Edlbacher und Kutscher®), daB mensch- 
liche Placenta kriftig Thymusnucleinsiure zerlegt. Beide Spal- 
tungsvorgiinge sind wohl in erster Linie auf spezifische Fermente 
zuriickzufiihren, wenn auch an ihnen unspezifische Gewebsphospha- 
tasen beteiligt sein kénnen. Ich habe daher eine Untersuchung 
der menschlichen Placenta auf das Vorkommen einer typischen 
unspezifischen Gewebsphosphatase in Angriff genommen, sowie die 
Bedeutung dieses Fermentes fiir die Placenta zu kliren versucht. 


I. Charakterisierung der Placenta-phosphatase. 

Schon die ersten orientierenden Versuche zeigten, dab in der mensch- 
lichen Placenta eine sehr wirksame Phosphatase vorkommt. Da die For- 
schungen der jiingsten Zeit gezeigt haben, daB im Tierkérper mindestens 
zwei deutlich voneinander verschiedene Phosphatasen — mit einem Optimum 
im sauren bzw. alkalischen p,-Bereich — zu unterscheiden sind, so war 
es notwendig, durch eine Untersuchung festzustellen, zu welchem der beiden 
Fermenttypen diese Phosphatase gehért. 


Die Aufnahme einer Aktivitits-p,,-Kurve zeigte, daB man es 
mit einer alkalischen Phosphatase zu tun hat mit einem ausgeprigten 
Optimum bei etwa p,, 9. 

Tabelle IL. 
Je 100 mg Placentabrei; 0,0316 m-$-Glycerinphosphat; Veronalpuffer nach 

Michaelis; py-Werte elektrometrisch gemessen; 1 Stunde 37°. 

Pu 3,62. 5,82 6,10 6,99 7,66 8,90 9,40 

0,26 0,64 0,46 0,63 1,17 2,21 2,70*) 


6) A. Fujita, Biochem. Z. 197, 175 (1928); A. Loeser, Z. gynik. 
Urol. 50, 363, 1819 (1926). 

”) J. Horii, Arb, II, Abt. Anat. Inst. Tokyo, CH 4, BPh 78, 126. 

8) Diese Z. 199, 200 (1931). 

*) Alle Angaben bedeuten mg P abgespalten unter den jeweils an- 


gegebenen Bedingungen. 
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Kin kleiner Gipfel bei p,, 5,4 weist auf das Vorkommen auch 


em _ einer sauren Phosphatase hin, die aber in ihrer Bedeutung gegen- 
mmt — iber der alkalischen Phosphatase véllig zuriicktritt und wahr- 
len. scheinlich auf den groBen Blutreichtum des Organs (= Erythro- 
Nest. [| cyten-phosphatase) zuriickzufiihren ist. 

dag - Alkalische und saure Phosphatase unterscheiden sich besonders 
eigt. — durch ihre verschiedenartige Kinetik und durch ihr Verhalten 
Fer. — gegentiber einzelnen Aktivatoren uud Hemmungskorpern. Als 
sher § charakteristische Kigenschaft der alkalischen Phosphatasen galt 
nur bisher die weitgehende Unabhingigkeit der fermentativen Hydro- 


der lyse von der Substratkonzentration, woraus auf eine groBe Affinitiit 
| des Fermentes zu seinem Substrat geschlossen wurde. Dies gilt 


my fiir die Knochenphosphatase, die Darmphosphatase und die Nieren- 
‘pal- phosphatase*'%), Demgegeniiber ist die Affinitat der sauren Phos- 
ente phatasen [ Prostata !°) — Erythrocyten +!) — Kartoffelphosphatase }?) 
pha- und andere] zu ihren Substraten gering, und maximale Spaltungs- 
1ung geschwindigkeiten werden erst bei relativ hohen Substratkonzen- 
eon trationen erreicht. Um so iiberraschender war die Feststellung, 


die —| a8 auch die Placentaphosphatase als typische alkalische Phos- 
cht. phatase sich in diesem Punkt wie die sauren Enzyme verhilt. 


Tabelle 2. 


isch- Je 100 mg Trockenpulver; §-Glycerinphosphor. Na. 

~ Substratkonz. .. 0,003 0,011 0,0316 0,11 0,158 0,316-m 
n/20-Veronalpufter ; ‘i 

seein pola il a 0,43 1,85 3,63 5,73 wi sn 

war 

; n/20-Glykokoll- ss ‘ ~~ — 

iden | puffer py 9,0. - ~— 1,50 2,00 4,48 5,03 5,06 

1 es Mit steigender Substratmenge nimmt der Umsatz zu und 

oten erreicht (wie bei den meisten sauren Phosphatasen) bei etwa 


5°/, Glycerophosphat = 0,158 m ein Maximum*). Diesem Befund 
kommt deswegen ein erhéhtes Interesse zu, weil Kutscher und 
Woerner”) als erste die Vermutung geiiuBert hatten, dab die 


nach 

# *) Martland u. Robison, Biochemie. J. 21, 666 (1927); Levene, 
)*) J. of Biol. Chem. 88, 758 (1930). 

nik. ) Kutscher u. Woerner, Diese Z. 239, 109 (1936). 


1) I. Roche, Biochemic. J. 25, 1724 (1931). 

12) E. Pfankuch, Diese Z. 241, 34 (1936). 

18) Diese Z. 232, 165 (1935). 

*) Auf Grund dieser Befunde wurde fiir alle nachfolgenden Versuche 


eal als optimale Substratkonzentration 0,11 m-8-Glycerinphosphors. Na gewihlt. 
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starke Abhingigkeit von der Substratkonzentration méglicherweise 
eine gemeinsame Higenschaft aller Phosphatasen sei, wofiir Beob- 
achtungen von H. und EK. Albers’**) bei der Reinigung der alka- 
lischen Nierenphosphatase sprachen. Die Annahme, daB die fiir 
die Kinetik der drei oben genannten alkalischen Phosphatasen 
gefundenen charakteristischen Beziehungen zwischen Substrat- 
konzentration und Umsatz durch irgendwelche Begleitkérper vor- 
getiuscht werden, nach deren Entfernung im Rahmen einer ge- 
eigneten Reinigungsoperation auch diese Enzyme ein mit den 
iibrigen Phosphatasen tibereinstimmendes Verhalten zeigen wiirden, 
gewinnt daher bedeutend an Wahrscheinlichkeit. 

Der zeitliche Verlauf der fermentativen Hydrolyse zeigt einen deut- 


lichen Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit mit der Zeit, was wohl als eine 
Folge der zunehmenden Phosphathemmung auf gefaBt werden kann. 


Tabelle 3. 


Zeit in Stunden. .... 1 2 3 5 
2,10 3,64 5,62 6,86 


Auch im Falle der Placenta-phosphatase ist es daher zweckmibig, 
mit méglichst kurzen Reaktionszeiten zu arbeiten; aus diesem Grunde 
wurden alle hier beschriebenen Versuche bei einer Reaktionsdauer von 
1 Stunde ausgefiihrt. 

Als typische alkalische Phosphatase liBt sich die Placenta- 
phosphatase durch Mg-Ionen aktivieren und durch SH-Ké6rper 
hemmen, wie nachstehende Versuche zeigen: 


Tabelle 4. 
Mg-Aktivierung: je 100 mg Placenta-trockenpulver, 48 Stunden durch Kollo- 
diumhiiJsen dialysiert. 


Mg-Konzentration ... — m/100 m/200 m/400 

| ge rn % ( 2,74 4,37 4,05 
— — 26°, + 18,1/, + 9,5°/, 

Vowmeen 3... 2... 8 2,57 3,62 ~- 
-— — 16°/, + 183°, aa 


Tabelle 5. 


Cysteinhemmung: Placentabrei. 


Cysteinkonzentration .. — m/50 m/100 m/250 
2,11 0,73 1,05 1,79 
in ~ 66%, —50%,  — 15,1%, 


Die Mg-Aktivierbarkeit ist nicht sehr stark, sie lieB sich aber 
durch eine viel starkere Dialyse nicht erhéhen. Dagegen ist die 
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Cysteinhemmung recht betrachtlich, Kutscher und Woerner’”) 
erkannten als erste, daB hierin ein charakteristischer Unterschied 
cegeniiber den sauren Phosphatasen zu sehen ist, welche durch 
SH-Kérper nicht gehemmt werden, was hiermit ausdriicklich 
hervorgehoben sei. Ihre Ansicht findet neuerdings eine Bestiitigung 
in den Befunden von EK. Pfankuch}*) an der sauren Kartoffel- 
phosphatase. 

Auch gegeniiber Fluorid verhilt sich die Placenta-phosphatase 
als eine typische alkalische Phosphatase, d. h. sie wird auch durch 
relativ hohe Konzentrationen von NaF’ nicht beeinfluBt, was bei 
der hohen Empfindlichkeit der sauren Phosphatasen gegeniiber 
diesem Gift bemerkenswert ist. 


Tabelle 6. 


NaF-Konzentration ...... — m/20 m/50 m/100 
») FR QF KR ¢ id 
2 5,35 5,2 5,0 


or 


Die vorstehenden Versuche wurden meistens mit Acetontrockenpulvern 
ausgefiihrt. Da bei der Prostata-phosphatase'’) eine starke Hemmbarkeit 
durch Alkohol, Aceton usw. gefunden wurde, muBte erst festgestellt werden, 
da8 Aceton das Ferment nicht schiidigt, was auch tatsichlich nicht der 
Fall ist: 

Tabelle 7. 


WOR 3k tk sh ees 1 2 3 
a re 291 3,16 2,94 
Trockenpulver ... . 2,56 2,91 5,55 


(In diesem Versuch wurden einander streng iiquivalente Mengen von 
Brei und Trockenpulver miteinander verglichen.) 

Im Versuch 8 ist sogar eine betriichtliche Aktivierung eingetreten; 
iihnliche Befunde wurden in unserem Institut wiederholt (wenn auch nicht 
regelmiBig) auch bei anderen alkalischen tierischen Phosphatasen erhoben, 
vgl. Edlbacher und Kutscher, Diese Z. 207, 8/9 (1932). 

Die Unempfindlichkeit gegen Alkohol und Aceton gestattet 
es, eine Reinigung der Placenta-phosphatase nach der von H. und 
i. Albers!) angegebenen eleganten Methode zu versuchen. Ein 
Vorversuch zeigte, daB die Placenta-phosphatase auch in dieser 
Hinsicht mit den alkalischen tierischen Phosphatasen iibereinstimmt. 


Tabelle 8. 

Je 20 mg Trockenpulver. 
Urspriingliches Trockenpulver ...... 0,7 
Fallung bei 50 Vol.-°/, Alkohol. . . . . . 0,27 
Fillung 50—60 Vol.-°/, Alkohol 
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Kine Reinigung des Enzyms war von mir nicht beabsichtigt, 
da sowohl fiir die alkalische wie auch fir die saure tierische 
Phosphatase Praiparate von einer so hohen Reinheit [Prostata- 
phosphatase?) z. B. 3480 PE/mg bis 8300 PE*)/mg] beschrieben 
worden sind, wie sie auch von den spiteren Untersuchern nicht 
annihernd erreicht worden sind. Inwieweit in der Alkohol- 
hemmbarkeit eine allgemeine Eigenschaft der sauren Phosphatasen 
zu sehen ist, soll im Rahmen der Arbeiten des hiesigen Instituts 
am Beispiel der Reinigung der Erythrocytenphosphatase untersucht 
werden. 


II. Versuche iiber die physiologische Bedeutung 
der Placenta-phosphatase. 


Wenn man sich nun die Frage vorlegt, welche Bedeutung 
dieses EKnzym fiir die Placenta und ihre Funktion haben kénnte, 
so wird man sie vor allem in 2 Richtungen suchen: In der Be- 
teiligung am Stofiaustausch zwischen Mutter und Kind oder an den 
intermediiren Stoffwechselvorgingen des Organs selbst. Dabei mub 
beachtet werden, daB der Nachweis eines so ubiquitir vorkommen- 
den Fermentes, wie es die unspezifischen Gewebsphosphatasen 
sind, noch nicht das Recht gibt, dem auch eine biologische Be- 
deutung fiir das betreffende Organ zuzuschreiben. Ich habe mich 
daher zuerst vergewissert, da8 die Phosphatase in der Placenta 
in Mengen vorkommt, die in Vergleich gesetzt werden kénnen mit 
denjenigen in Organen, in denen die Bedeutung des Fermentes 
fir bestimmte physiologische Vorgiinge allgemein als gesichert 
betrachtet wird. Im menschlichen Organismus (wie auch bei den 
meisten Siiugetieren) kommt die alkalische Phosphatase nach Fest- 
stellungen von Kay?) u. a. besonders reichlich im Diinndarm und 
in der Niere, im Knochen und schlieBlich — in demgegeniiber 
zuriicktretenden Mengen — in der Leber und im Dickdarm vor. 
Alle iibrigen Organe enthalten dagegen nur geringe Mengen 
alkalischer Phosphatase (so z. B. auch die Magenschleimhaut; die 
Muskulatur ist sogar praktisch phosphatasefrei), Es fillt also 
auf, daB gerade diejenigen Organe reich an alkalischer Phos- 
phatase sind, in denen Resorptionen von Niahrstoffen bzw. Aus- 
scheidungen von Stoffwechselschlacken sich vollziehen. Dem- 
entsprechend wird nun schon seit lingerer Zeit eine Beteiligung 


14) Biochemic. J. 22, 855 (1928). 

*) 1 PE = 0,1 mg P abgespalten in 1 Stunde (37°) aus Na-§-glycero- 
phosphat unter optimalen Bedingungen. Beziiglich der verwendeten Substrat- 
konzentrationen besteht iibrigens noch keine Einheitlichkeit. 
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der Phosphatase an diesen Vorgiingen angenommen, wobei als 
Zwischenstufe organische Phosphorsiureester gebildet und wieder 
zerlegt werden sollen; in der Niere ist die Phosphatase auch 
an der Ausscheidung der Phosphate beteiligt, wie Eichholtz, 
Robison und Brull?® 1%) zeigten. Im Knochen ist die Phos- 
phatase entscheidend am VerkalkungsprozeB beteiligt, wobei eine 
fermentative Hydrolyse der Ca-Salze organischer Phosphorsiure- 
ester stattfindet, wie Robison und seine Schule iiberzeugend 
nachwiesen. 

Im nachfolgenden vergleiche ich unter véllig gleichartigen 
Bedingungen die phosphatatische Aktivitit einer Anzahl reifer 
Placenten mit derjenigen phosphatasereicher menschlicher Organe 
und zwar sowohl beim Erwachsenen wie beim Neugeborenen und 
Fétus. Die hier wiedergegebenen Versuche sind Breiversuche, es 
wurden aber auch ‘Trockenpulverversuche und Versuche mit 
maximaler Aktivierung ausgefiihrt, die alle das gleiche ergaben: 


Tabelle 9. 
Reife Placenten: Alle Werte fiir 0,5 g Brei. 
Versuche ... 1 2 3 4 5 6 8 9 10 


7 
2,91 5,50 3,16 3,05 5,14 4,08 5,71 2,94 3,42 4,55 


Menschliche Organe: 


Leber Niere Diinndarm 
Erwachsene Frau. ......... 0,49 0,67 0,85 
Erwachsene Frau. ......... 0,31 0,60 0,75 
Perforiertes tibertragenes Kind... . 0,45 0,09 4,37 
oe, ee ee eee 0,27 0,17 2,0 


Der Gehalt reifer Placenten an alkalischer Phosphatase ist 
also sogar gréBer als der Enzymgehalt auch der phosphatase- 
reichsten menschlichen Organe; nur der embryonale Darm kommt 
ihr nahe. Als Nebenbefund sei hervorgehoben, daB die embryo- 
nale Niere sehr phosphatasearm ist, eine Bestiitigung der Be- 
funde von Kay?"), welcher zeigte, daf die Nierenphosphatase in 
der ersten Zeit des extrauterinen Lebens schnell ihre normale 
Hohe im Organ ereicht. 

Untersucht man nun, wie sich der Fermentgehalt im Laufe 
der Entwicklung der Placenta indert, so findet man, daB das 
unreife Organ viel irmer an Phosphatase ist: 


9) Proc. roy. Soc. Lond. 99, 91 (1925). 

%*) F. Eichholtz, Arch. f. exper. Path. 111 (1926); 5. Verhandlungsber. 
d. D. pharmak. Ges. S. 16. 
1”) Biochemic. J. 20, 798 (1926). 
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Tabelle 10. 
Je 0,5 g Brei; * Friihgeburten. 


Versuchs-Nr...... 1 2 3 4 5 6 7 
ee ee eee V II (Ende) V V V Ix* IX* 
0,57 0,77 0,88 0,68 0,50 3,69 399 


Der normale Enzymgehalt wird aber schon vor dem physio- 
logischen Zeitpunkt der Geburt erreicht, wie Versuche 6 und 7 
zeigen. Immerhin enthalten auch unreife Placenten so viel 
Ferment wie Niere und Darm des Erwachsenen. Der Phosphatase- 
gehalt der Placenta verhiilt sich also umgekehrt wie der Gehalt 
an Glykogen und Diastase: Die Phosphatase nimmt im Laufe 
der Entwicklung zu, Glykogen”) und Diastase*) nehmen ab. Die 
Glykogenabnahme wird in einen Zusammenhang mit dem Zuriick- 
treten des Kigenstoffwechsels*) gegeniiber einem Uberwiegen der 
Stoffaustausch-funktion gebracht. Es liegt also nahe, die Be- 
deutung der Placenta-phosphatase in einer Beteiligung an den 
Stoffaustauschvorgiingen, vielleicht besonders der Kohlenhydrate 
zu sehen, in Analogie zu den Erfahrungen, die vor allem in 
neuester Zeit an Darm und Niere gemacht wurden. Um diese 
Arbeitshypothese zu stiitzen, habe ich versucht nachzuweisen, dai 
in der Placenta sich nicht nur Dephosphorylierungen, sondern 
auch Bildung organischer Phosphorsiureester vollziehen. Zu 
diesem Zweck habe ich zahlreiche Versuche unter den verschieden- 
artigsten Bedingungen ausgefiihit, sowohl Breiversuche mit und 
ohne Fluorid, unter Zusatz von Fructose bzw. Glucose oder Gly- 
kogen, unter Variation des p,, wie auch Versuche mit Trockenpulver 
und mit gereinigten Fermentpriparaten, unter den in der Literatur 
wiederholt beschriebenen Bedingungen. Leider konnte niemals 
eine Veresterung von anorganischem Phosphat festgestellt werden. 

Bei der itiberragenden Bedeutung der organischen Phosphor- 
siureester fiir den Kohlenhydratstoffwechsel mu8te natiirlich 
auch an eine Beteiligung der Placenta-phosphatase am Eigen- 
stoffwechsel des Organs gedacht werden, wenn auch der Umstand, 
da gerade der Muskel, bei dem Hexose-phosphorsiéuren eine so 
wichtige Rolle im Kohlenhydratabbau spielen, fast phosphatase- 
frei ist, Bedenken erwecken mufte. Da auch ich mich davon 
iiberzeugen konnte, daB die anaerobe Milchsiurebildung in der 
Placenta recht erheblich ist [vgl. auch’*)], versuchte ich, eine 
Vorstellung dariiber zu gewinnen, in welchem Umfang der Kohlen- 


18) Loeser, Klin. Wschr. 1927, 587. 
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hydratabbau in diesem Organ iiber Kohlenhydrat-phosphorsiure- 
ester liuft. Zu diesem Zwecke bestimmte ich die Menge der 
Zymohexase, welche die Spaltung der Hexosediphosphorsiure in 


a 2 Molekiile Dioxy-aceton-phosphorsiiure katalysiert, d. h. also den- 
" jenigen ProzeB, der eine zentrale Stelle im Kohlenhydratabbau 
ysio- des Muskels einnimmt. Ich hielt mich dabei genau an die von 
nd 7 Meyerhof und Lohmann”) bei ihrer Untersuchung iiber die 


Verbreitung der Zymohexase in verschiedenen Organen gegebene 


viel 
tase- Vorschrift. Nachstehend die von mir fiir einige reife Placenten 
shalt gefundenen Halbwertzeiten der Aufspaltung der Hexose-diphos- 
aufe phorsiiure in Triose-phosphorsiure, welche mit denen a. a. O. an- 
Die gegebenen direkt vergleichbar sind. 
tick- Tabelle 11. 
der Halbwertzeit in Sekunden 
Be- TOC a ae GK ee ew ee 2 2 3 4 5 
in Bei 20°... ........ — 1600 1599 — — 3000 
| t Pee gi ke iw nen ss TO 840 780 750 990 
rate . 
+ Demnach ist der Zymohexasegehalt der Placenta aufer- 
iene ordentlich gering und betrigt kaum 13/,,,—1/,955 desjenigen 
dab der Muskulatur. Der iiber Hexose-phosphorsiuren als Zwischen- 
“ae stufen ablaufende Eigenstoffwechsel der Placenta muf dem- 
Fu nach auBerordentlich geringfiigig sein, was einigermafen im 
Nase, Gegensatz zum Phosphatase-reichtum des Organs steht und nicht 
aad gerade im Sinne einer Beteiligung des Enzyms am Kohlenhydrat- 
Ay. umsatz spricht. 
. Methodisches 
lver ; 
lanes Beziiglich der Methodik verweise ich auf die Angaben von 
uur sf )=6W. Kutscher und Mitarbeitern, Diese Z. 235, 62 (1935); 239, 109 (1936), 
nals denen ich genau folgte. Uber die Gewinnung des Fermentmaterials ist 
len. folgendes zu sagen: Die Placenten wurden sofort nach der AusstoBung in 
10r- Kis gepackt und anschlieBend zu Brei bzw. Trockenpulver verarbeitet, wo- 
lich bei durch mehrfaches Waschen mit physiologischer Kochsalzlésung und 
wiederholtes Auspressen der Placentastiicke das Blut weitgehend entfernt 
en- wurde. Besondere Versuche zeigten, daB durch die Entfernung des Blutes 
nd, der Phosphatase-gehalt in keiner Weise beeinfluBt wird, so dab eine Beein- 
SO flussung der gemessenen Fermentspaltungen durch beigemengte Plasma- 
asi phosphatase ausgeschlossen ist. Die Herstellung der Trockenpulver erfolgte 
durch mehrfache Acetonextraktion von Placentabrei, Trocknen im Exiccator 
“a und feinster Zerkleinerung. 
del 
ba Herrn Dr. W. Kutscher danke ich fir zahlreiche Ratschlige bei 
der Ausfiihrung dieser Untersuchung, die mit Mitteln des Instituts fiir , 
en- EiweiBforschung (Stiftung Behringer) ausgefiihrt wurde. 


**) Biochem. Z. 273, 416 (1934). 



























Fig. 6. Urobilin-DX, «-hydrochlorid kig. 7. Urobilin-IX, «-hydrochlorid 
(synthet.) analyt.) 
aus Chloroform, 2. WKrystallisation. aus Chloroform. 2. WKrystallisation. 








Fig. 8 Urobilin-TX, a-hydrochlorid Fig. 9. Urobilin-IX, a-hydrochlorid 
(synthet.) (analyt.) 
aus Chlorotorm, 3. Krystallisation) aus Chloroform. 3. Krvystallisation 





Fig. 10. Urobilin-TX,a-hvdrochlorid Kig. 11. Urobilin-IX, a-hvdrochlorid 
(svnthet.) aus Aceton. (analyt.) aus Aceton. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXLII, Tafel I. 
Zu ,,Walter Siedel und Erhard Meier, 
Synthese des Urobilins (Urobilin-IX,«) sowie der isomeren Urobiline-III, a 
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hig. 12. Urobilin-IX,a@ (svnthet.) Fig. 13. Urobilin-IX,a@ (analyt.) 


aus Chloroform, aus Chloroform. 





Fig. 14. Sterecobilin-hydrochlorid Fig. 15. Sterceobilin 
aus Chloroform. aus Chloroform, 





Fig. 16. Stereobilin-hydrochlorid hig. 17. Urobilin-LX, a-hydrochlorid 
aus Aceton, (synthet.) aus Aceton. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXLII, Tafel IT. 
Zu ,,Walter Siedel und Erhard Meier, 


Synthese des Urobilins (Urobilin-IX,«) sowie der isomeren Urobiline-III,« 
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Fig. 6. In BicarbonatlOsung mit Na,S,O, reduzierte Co-Zymase 
und deren Ansiiuerungsprodukt. 
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anaerob und aerob. 


250 300 100 500meu 


a .,Gelbe Stufe’® (in 0,1 n-NaOQH). 


ec Na,S.O, in Bicarbonatlésung. 





Fig. 8. Spektrale Verinderung der ,,gelben Stufe‘ 
beim Einleiten von Nhohlensiure. 


Zu ,k. Adler, H. Hellstrém und H. v. Euler, 
Zur Kenntnis der Reduktion der Co-Zymase*. 
(Seite 225.) 





CoH, erhalten durch Reduktion 
a Co-Zyvmase in Bicarbonatlésung 


auf py; 1—2 angesiiuert. 


b ,,Gelbe Stufe’S in H,-Strom angesiuert 


(kongosauer). 


Fig. 7. Spektrale Veriinderungen der ,,gelben Stufe‘* beim Ansduern, 


’ | b ,.Gelbe Stufe‘S nach Einleiten von CO. 
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